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RESUMEN 
 
La fecundación es un proceso complejo que requiere de múltiples eventos 
coordinados que llevan a la fusión del espermatozoide con el ovocito. Algunos de estos 
eventos requieren de interacciones proteína-carbohidrato. Una amplia evidencia 
experimental, obtenida en distintas especies, sugiere que glucosidasas de la superficie 
del espermatozoide podrían actuar a modo de lectina reconociendo azúcares específicos 
de la envoltura de los ovocitos (zona pelúcida en mamíferos o envoltura vitelina en 
anfibios) facilitando la unión de los gametos durante la fecundación. Además de este 
rol, se ha propuesto que glucosidasas del ovocito, que son liberadas luego de la 
fecundación, actuarían sobre los azúcares de las glucoproteínas que conforman su 
envoltura, modificando los sitios de unión al espermatozoide y contribuyendo de este 
modo con el bloqueo de la polispermia. 
La presencia de glucosidasas se ha reportado en los gametos de casi todas las 
especies de vertebrados estudiadas. Entre ellas, la enzima de origen lisosomal              
N-acetil--D-glucosaminidasa (EC 3.2.1.52), que metaboliza residuos de                     
N-acetil glucosamina y/o N-acetil galactosamina terminales desde glucoconjugados, ha 
sido ligada tanto a la unión de las gametos como a la prevención de la polispermia en 
diversas especies de animales. En los anfibios, se ha informado que una Hex presente en 
los gránulos corticales de los ovocitos de X. laevis es liberada durante la reacción 
cortical (Greve y col., 1985), y que hidroliza residuos N-acetil glucosamina terminales 
de ZPC (Vo y col., 2003), una de las glucoproteínas que componen la envoltura vitelina 
(EV) de los ovocitos. La hidrólisis de estos residuos inhibe la fecundación, sugiriendo 
que los mismos actuarían como receptores espermáticos y que la Hex estaría asociada al 
bloqueo de la polispermia (Hedrick, 2008). Sin embargo, hasta el momento no se ha 
descripto la estructura molecular de ninguna Hex de anfibio, ni se han caracterizado las 
isoformas presentes en sus gametos. Por otra parte, son escasas las evidencias 
experimentales sobre el rol de la Hex en la fecundación en otras especies de anfibios. 
En este trabajo de tesis, utilizando secuencias conservadas de la región               
N-terminal, central y C-terminal de Hexs caracterizadas en mamíferos, se logró 
identificar la secuencia de ADNc de una putativa Hex de X. laevis a partir de una 
biblioteca de transcriptos. El ORF completo contenido en este ADNc se secuenció a 
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partir del clon XL250c11ex obtenido del Instituto Nacional de Biología Básica de Japón 
(NIBB) y la secuencia se anotó en el GenBank (n° acceso JN127371). 
El ORF secuenciado (1662 pb) codificó un polipéptido de 553 residuos de 
aminoácidos. Estudios realizados in silico permitieron verificar que este polipéptido 
presenta una alta homología con las subunidades de Hexs previamente caracterizadas 
(>56 % identidad aminoacídica) y que conserva todos los residuos de aminoácido que 
conforman el sitio activo de las Hexs. La identidad Hex de esta proteína fue confirmada 
por la transfección del ADNc JN127371 en células de ovario de hámster chino (CHO). 
Estudios de Western blot, utilizando anticuerpos -Hex desarrollados en esta tesis, 
permitieron verificar la expresión de un polipéptido del tamaño esperado en los 
extractos celulares totales provenientes de las células transfectadas. Además, estos 
extractos mostraron un aumento de su actividad Hex cuando fueron comparados con los 
extractos provenientes de cultivos transfectados con un plásmido control. 
 
El gen codificante para la Hex caracterizada fue identificado en X. tropicalis. El 
estudio de su secuencia y la comparación por homología con ADNcs de ORF completo, 
tanto de X. laevis como de X. tropicalis, permitió predecir que dos Hexs distintas 
podrían ser originadas desde él, por medio del splicing alternativo de dos de sus exones. 
En los mamíferos, tres isoformas de la Hex (HexA, HexB y HexS) han sido 
caracterizadas, cada una compuesta por la homo o heterodimerización de dos 
subunidades distintas denominadas  y . Estas subunidades pueden diferenciarse por 
sus sitios activos (Lemieux y col, 2006) y fue encontrado que están codificadas en genes 
separados que se cree que evolucionaron desde un gen ancestral común (Proia, 1988). 
El estudio de los sitios activos de las dos Hexs generadas por splicing alternativo a 
partir del gen caracterizado en Xenopus, y su comparación con los de las subunidades  
y  que constituyen las Hexs de humano, mostró que una de estas Hex presenta un sitio 
activo de tipo , mientras que la otra presenta un sitio activo de tipo . Esto sugiere que 
en los anfibios las distintas isoformas de la Hex podrían generarse por splicing 
alternativo desde un mismo gen; a diferencia de los mamíferos donde se generan por 
subunidades codificadas en genes separados. Este hallazgo nos permitió hipotetizar, que 
el splicing alternativo pudo ser un mecanismo ancestral para la generación de las 
distintas isoformas de la Hex antes de que el gen ancestral de la Hex se duplicara y 
divergiera durante el curso de la evolución. 
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Utilizando anticuerpos específicos obtenidos a partir de la expresión transgénica 
en  E. coli de un fragmento N-terminal de la Hex codificada en el ADNc JN127371 se 
inmunocaracterizaron las Hexs presentes en los ovocitos de R. arenarum. La Hex fue 
encontrada tanto en el interior del citosol como en los gránulos corticales de los 
ovocitos. Esta localización fue confirmada por estudios de actividad enzimática 
realizados con p-nitrofenil azúcares sustrato. La Hex de gránulos corticales fue liberada 
al espacio perivitelino durante la reacción cortical permitiendo suponer su participación 
en el bloqueo de la polispermia. 
 
En los espermatozoides de R. arenarum la Hex fue encontrada en las membranas 
apicales (plasmática y/o acrosomal externa) provenientes de la cabeza, en el contenido 
acrosomal y en los espermatozoides reaccionados. Estos hallazgos permiten suponer 
que la Hex de espermatozoides podría estar vinculada a la unión inicial de los gametos, 
y que podría participar en el pasaje del espermatozoide reaccionado a través de la EV 
del ovocito. 
 
El rol biológico de la Hex, y de otras glucosidasas, en la fecundación de R. 
arenarum, fue estudiado mediante ensayos de fecundación in vitro y experimentos de 
unión de espermatozoides a EVs aisladas. En estos ensayos se demostró que la 
inhibición de la Hex con el inhibidor específico competitivo 2-acetamido-2-deoxi-D-
glucono-1,5-lactona disminuyó la tasa de fecundación de los ovocitos, de manera 
concentración dependiente. Además, tanto este inhibidor, como el pretratamiento de las 
EVs aisladas con una Hex comercial pura, fueron capaces de inhibir la unión de los 
espermatozoides a la EV, demostrando que la Hex presente en los espermatozoides de 
R. arenarum está involucrada en la unión primaria con el ovocito, reconociendo alguno 
de sus azúcares sustrato en la EV. 
 
Experimentos realizados con p-nitrofenil azúcares sustrato, mostraron que la 
fucosidasa es la principal actividad glucosídica en los gránulos corticales de los 
ovocitos de R. arenarum, permitiendo suponer su participación en la prevención de la 
polispermia. La adición de fucosa como azúcar competidor en los ensayos de 
fecundación in vitro redujo significativamente la tasa de ovocitos fecundados. Sin 
embargo, la adición de fucosa no interfirió la unión de los espermatozoides a las EVs 
asiladas. Estos resultados sugieren que la fucosidasa participa en alguna de las etapas 
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del proceso de fecundación de R. arenarum, pero no en la unión de los gametos a nivel 
de la EV. 
 
Conclusiones 
En este trabajo de tesis se caracterizó, por primera vez, el gen y la secuencia 
primaria de Hexs de dos especies de anfibios: Xenopus laevis y Xenopus tropicalis. Fue 
encontrado que en estos anfibios, las subunidades de tipo  y  que constituyen las 
Hexs podrían sintetizarse por splicing alternativo desde un mismo gen, marcando una 
notoria diferencia con los mamíferos, donde ambas subunidades son sintetizadas desde 
genes separados. Este hallazgo sugiere que el splicing alternativo pudo haber sido un 
mecanismo ancestral para la síntesis de las Hexs antes de que el gen ancestral de la Hex 
se duplicara y divergiera durante el curso de la evolución. 
La Hex fue encontrada, tanto en los espermatozoides como en los ovocitos de R. 
arenarum, y en localizaciones subcelulares que sugieren su participación en la 
fecundación de esta especie. Fue demostrado que la Hex de espermatozoides participa 
en la unión con los ovocitos reconociendo algunos de sus azucares sustrato 
(probablemente N-acetil galactosamina) sobre la EV. 
La fucosidasa fue encontrada en los gránulos corticales de los ovocitos de R. 
arenarum, y fue liberada durante la reacción cortical. Fue demostrada su participación 
en la fecundación, pero no en la etapa de unión entre los gametos a nivel de la EV de los 
ovocitos. 
 
__________________________________________________________I. Introducción 
1 
 
CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 
 
Reproducción 
La fecundación, tanto animal como vegetal, ha captado la atención del hombre 
desde la más remota antigüedad, ya sea por el interés práctico en la obtención de 
alimentos como en la perpetuación de las especies. Con el desarrollo de la 
investigación científica, el interés se enfocó también en el estudio de los 
mecanismos por los cuales se llevan a cabo dichos procesos. Diferentes organismos 
modelo han sido utilizados por la ciencia para estudiar la fecundación en animales, 
pudiéndose mencionar al erizo de mar, invertebrado equinodermo entre los primeros 
utilizados. Hace pocas décadas, el gran interés médico y económico que presentan 
ciertas especies de mamíferos, impulsó el estudio de la fecundación en ratones y 
humanos, fundamentalmente. 
 
El modelo anfibio 
Los trabajos realizados en Anfibios Anuros (sapos y ranas) han aportado notables 
avances en el conocimiento actual de la biología de la reproducción y del desarrollo 
embrionario.  
Es posible citar una serie de particularidades que hacen de los Anuros un modelo 
de elección para la realización de estudios experimentales en estos campos: 
- Son vertebrados primitivos, los primeros en vivir fuera del agua (Duellman y 
Trueb, 1986), lo que permite un estudio comparativo con procesos que 
ocurren en invertebrados y vertebrados inferiores, y con vertebrados 
superiores, permitiendo delinear un análisis evolutivo de los procesos. 
- La facilidad con la que se obtienen los gametos: La ovulación puede inducirse 
mediante la inyección de un homogenado de hipófisis homóloga o de 
gonadotrofinas. En ciertas especies (Rhinella arenarum, Xenopus laevis, etc.) 
las hembras sexualmente maduras ovulan  una gran parte del año y pueden llegar 
a depositar hasta 30000 ovocitos en un solo evento, lo que permite contar con una 
gran cantidad de material para los estudios experimentales. Las suspensiones de 
espermatozoides pueden ser obtenidas fácilmente mediante la dilaceración de 
los testículos en soluciones adecuadas, aportando un gran número de gametos 
viables. 
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- Los ovocitos maduros presentan un gran tamaño (entre 1,5mm y 15mm) 
facilitando su manipulación y los trabajos experimentales. 
-  Poseen fecundación externa. En la mayoría de las especies la fecundación ocurre 
en el agua de charcos cuando el macho abraza dorsalmente a la hembra (amplexus) 
y ambos depositan sus gametos de forma conjunta en el medio externo. 
- Los embriones son grandes,  pueden ser fácilmente obtenidos y mantenidos in 
vitro y son muy resistentes a la manipulación y a las infecciones. Esto 
representa una gran ventaja para el diseño y la realización de experimentos en el 
campo de la fecundación y el desarrollo embrionario. 
- La mayoría de ellos son fáciles de capturar, de tamaño pequeño, y pueden ser 
mantenidos en cautiverio sin mayores dificultades y en pequeños espacios. 
 
El modelo de estudio 
En el presente trabajo de tesis se ha utilizado como modelo de estudio al sapo 
Rhinella arenarum (Fig. 1, que a principios del trabajo de esta tesis era nombrado Bufo 
arenarum), un Anfibio Anuro ampliamente distribuido en nuestro país. Para los 
trabajos bioinformáticos se utilizaron los anfibios Xenopus laevis y Xenopus tropicalis 
debido a la gran cantidad de secuencias nucleotídicas (ADNc y genómicas) que 
presentan estas especies en bases de datos de libre acceso, lo que facilitó la 
identificación de las secuencias de las glucosidasas caracterizadas en este trabajo. 
 
Los ejemplares adultos de R. arenarum varían entre 10 y 14 cm de longitud, con 
un peso que oscila entre 120 a 180 gramos, siendo las hembras por lo general de 
mayor tamaño que los machos. Entre las características morfológicas sobresalientes 
se encuentran su piel gruesa verde oliva con manchas de distinta tonalidad y de 
aspecto rugoso en la superficie dorsal, siendo más suave y de color grisáceo 
amarillento en la  superficie ventral. Los miembros posteriores y anteriores poseen 
cinco y cuatro dedos respectivamente. Los machos poseen miembros anteriores de 
mayor robustez que las hembras, y callos nupciales de color negro, que facilitan su 
reconocimiento. 
Los hábitos alimenticios cambian con la metamorfosis. En el estado larval 
acuático (renacuajo) se alimenta de algas y diatomeas. El adulto se alimenta sólo en 
los meses de actividad, durante la noche, de insectos y lombrices. En los meses 
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invernales hiberna en cuevas o entre piedras con absoluta inactividad. En cautiverio 
son mantenidos en cajas con tierra, aclimatadas a 16 °C y alta humedad. 
 
 
Figura 1. Ejemplar adulto de R. arenarum (sapo argentino). 
 
La tabla I muestra un ordenamiento sistemático que permite ubicar 
taxonómicamente a R. arenarum y observar su relación con otras especies utilizadas 
como modelo de estudio en el campo de la reproducción. 
 
 
Tabla I. Clasificación taxonomía del anfibio R. arenarum junto a otros modelos animales 
comúnmente utilizados en los estudios de reproducción (Base de datos de Taxonomía del 
Centro Nacional para Información Biotecnológica NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov/ taxonomy). 
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Fecundación: la generación de un nuevo individuo 
Antiguamente se pensaba que los seres vivos surgían espontáneamente a partir de 
la materia inanimada (abiogénesis). Así, los gusanos surgían del fango, las larvas y 
moscas de la carne en descomposición, los sapos del limo de los ríos, etc. Actualmente 
se sabe que un ser vivo sólo puede provenir de otro preexistente. En las formas de vida 
más simples como las bacterias, y en ciertos animales pluricelulares como las Hydras y 
algunas esponjas, la reproducción es asexual; es decir, sin la participación de distintos 
sexos y generando una descendencia que, en la mayoría de los casos, es genéticamente 
idéntica a sus progenitores. Por el contrario, en la reproducción sexual se produce la 
unión de genomas procedentes de dos individuos distintos para producir descendientes 
genéticamente diferentes entre sí y de sus progenitores. Esta forma de reproducción 
aporta grandes ventajas adaptativas frente a la reproducción asexual y ha sido adoptada 
por la gran mayoría de los animales y plantas (Alberts y col., 2010). La unión de los 
genomas se lleva a cabo por la fusión de dos células haploides especializadas llamadas 
gametos (óvulo y espermatozoide en los animales) en un proceso denominado 
fecundación (Alberts y col., 2010). Si bien existen diferencias especie-específicas, los 
estudios experimentales sugieren que los principales eventos que ocurren en la 
fecundación son comunes todas ellas (Gilbert; 2005): 
- reconocimiento e interacción de gametos 
- regulación de la entrada del espermatozoide al ovocito 
- fusión del material genético portado por los gametos 
- activación del metabolismo del cigoto recientemente formado para comenzar 
con el desarrollo del embrión 
 
Algunas de las diferencias observadas en la fecundación entre distintas especies 
están relacionadas con el lugar donde ocurre el encuentro entre los gametos para formar 
el huevo o cigoto. La fecundación puede tener lugar en el medio externo, es decir, 
fuera del organismo materno (fecundación externa), o dentro del sistema 
reproductor femenino (fecundación interna). 
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Fecundación externa 
Esta forma de fecundación es propia de la mayoría de los animales acuáticos y de 
los anfibios anuros. En condiciones naturales, la fecundación en Anuros se lleva a 
cabo tan pronto los ovocitos son expulsados del cuerpo de la hembra durante el 
amplexus (Fig. 2). En ese momento, el macho descarga los espermatozoides sobre los 
ovocitos mientras éstos son expulsados a través de la cloaca de la hembra al medio 
acuoso externo. La fecundación tiene lugar, generalmente, en aguas estancadas de baja 
profundidad, donde se completa el desarrollo del embrión (Duellman y Trueb, 1986). 
 
 
Figura 2 . Amplexus. Se observa un ejemplar macho de R. arenarum abrazando dorsalmente a 
una hembra durante la puesta de los ovocitos. La flecha indica la tira doble de ovocitos 
recién depuestos (Stephen Dalton; www.nhpa.co.uk). 
 
Gametos 
Los gametos son células especializadas para la fusión y generación de un nuevo 
individuo. En la mayoría de los animales pluricelulares, incluidos los vertebrados, los 
gametos proceden de una estirpe celular específica llamada línea germinal, 
diferenciada en etapas tempranas del desarrollo. Existen dos tipos de gametos, 
denominados espermatozoides (gameto masculino) y óvulo (gameto femenino). 
 
Gameto masculino: el espermatozoide 
Anton van Leeuwenhoek (microscopista Holandés, 1632-1723) observó por 
primera vez espermatozoides en 1678, junto a Nicolás Hartsoeker. Inicialmente creyó 
que eran animales parásitos que vivían en el semen y que no tenían relación con la 
reproducción; de allí el término espermatozoide (animales del esperma). Años después 
se creyó que los espermatozoides contenían un embrión humano preformado en su 
interior (teoría del homúnculo; 1694). No fue hasta el año 1824 cuando J. L. Prevost y J. 
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B. Dumas afirmaron por primera vez que los espermatozoides no eran parásitos sino que 
estaban asociados a la fecundación (Gilbert, 2005). Sin embargo, hubo que esperar hasta 
el año 1876 para que Oscar Hertwig y Herman Fol demostraran de manera 
independiente y fehacientemente que la fecundación se daba como consecuencia de la 
unión de los espermatozoides con los ovocitos (Gilbert, 2005). 
Los espermatozoides son células pequeñas y móviles que poseen un diseño 
general común que consta de dos regiones morfológica y funcionalmente distintas: 
- Una cabeza: contiene al núcleo donde se aloja un conjunto haploide de 
cromosomas altamente condensados, un centríolo y el acrosoma. El acrosoma 
está ubicado generalmente por delante del núcleo y está ausente en algunas 
especies, como los peces teleósteos. Es una vesícula de simple membrana 
derivada del aparato de Golgi y que contiene enzimas que son fundamentales 
para la penetración de las cubiertas del ovocito. 
- Una cola que permite el desplazamiento del espermatozoide: conformada por 
un flagelo de tamaño variable (10 - 100 µm) dependiendo de la especie. Es 
utilizada para su impulsión y posee un ordenamiento de microtúbulos 9+2 
característico de los flagelos y los cilios de las células eucariotas. En algunos 
casos, como en los anfibios anuros, la cola adopta el aspecto de una membrana 
ondulante (Fig. 3). 
Entre la cabeza y la cola se encuentran una o varias mitocondrias muy 
voluminosas que proveen de la energía necesaria para el movimiento flagelar. Éstas 
pueden ubicarse dentro de la cabeza del espermatozoide, como en equinodermos y 
anfibios, o estar espiralmente dispuestas en una pieza media como en los 
espermatozoides de mamíferos. 
El volumen citoplasmático del espermatozoide es relativamente pequeño; los 
volúmenes internos de espermatozoides de erizos de mar y humano han sido 
estimados en 35 y 15fl respectivamente (Kleinhans y col., 1992; Schackmann y col., 
1984). Los espermatozoides carecen de otros orgánulos como retículo endoplasmático y 
complejo de Golgi, y son transcripcionalmente y traduccionalmente inactivos, aunque 
existen contradicciones en la literatura al respecto (Gur y Breitbart, 2006; Gur y 
Breitbart, 2007). Su diseño está optimizado para encontrar, fusionarse y entregar s u  
material genético al ovocito. 
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Figura 3 . Estructura del espermatozoide. (A) Esquema general de un espermatozoide de 
mamífero (adaptado de Biología del Desarrollo; Gilbert, 2005) o (B) de anfibio ( adaptado de 
Biology of Amphibians; Duellman y Trueb, 1986) mostrando las principales características 
morfológicas y estructurales de cada uno. 
 
A pesar de que la mayoría de los espermatozoides comparten la misma estructura 
básica (cabeza y cola), la morfología de los mismos varía según la especie (Fig. 4). 
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Figura 4. Morfología de espermatozoides de distintas especies. A- Espermatozoides de 
mamíferos. Se distinguen las cabezas falciformes de los espermatozoides de ratón, rata y 
hámster y las cabezas en forma de espátula de los espermatozoides de humano, conejo y 
cobayo. B- Espermatozoides de anfibios. Adaptado de Duellman y Trueb, 1986. 
 
Gameto Femenino: el óvulo 
Los óvulos son células haploides, generadas por división meiótica de células de la 
línea germinal, que están especializadas en recibir al espermatozoide e iniciar el 
desarrollo de un nuevo individuo. Son las únicas células animales que presentan esta 
extraordinaria y asombrosa capacidad.  
En la mayoría de los animales son células grandes si se comparan con células 
somáticas, con diámetros que varían desde varios μms hasta centímetros según la 
especie (100 m en erizo de mar y humano; 1 a 2 mm en peces y anfibios; varios 
centímetros en reptiles y aves). A diferencia de los espermatozoides el citoplasma de los 
óvulos acumula una gran cantidad de sustancias de reserva energética y de factores 
maternos necesarios para el desarrollo embrionario. Entre ellas, una gran cantidad de 
ribosomas, ARNt, ARNm y factores morfogenéticos. Los óvulos, además, presentan en 
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su citoplasma grandes cantidades de reservas nutritivas en forma de vitelo (rico en 
fosfato, lípidos, proteínas y polisacáridos) que habitualmente se encuentra en forma de 
estructuras discretas denominadas plaquetas vitelinas. La cantidad de vitelo y, 
consecuentemente, el tamaño del óvulo, está directamente relacionado con el tiempo 
de desarrollo requerido antes de que el embrión pueda alimentarse a partir del 
medio externo o de su madre. En los óvulos que darán origen a embriones que se 
desarrollan fuera del cuerpo de la hembra el vitelo puede representar hasta el 95% del 
volumen celular. 
Rodeando a este gran citoplasma se encuentra la membrana plasmática del 
óvulo. Esta membrana está especializada para regular el flujo de ciertos iones durante 
la fecundación y para la fusión con la membrana celular del espermatozoide. 
En la periferia del óvulo y por debajo de la membrana plasmática se encuentra 
una región del citoplasma de mayor densidad denominada córtex, rica en actina 
globular. La polimerización de esta actina será necesaria para generar los 
microfilamentos utilizados, entre otras cosas, para la división del citoplasma 
desencadenada por la fecundación.  
Dentro del córtex, e inmediatamente por debajo de la membrana plasmática, 
muchos óvulos (incluidos los ovocitos de mamíferos) presentan una serie de vesículas 
secretoras especializadas (derivadas del complejo de Golgi) denominadas gránulos 
corticales. El contenido de los gránulos corticales (proteasas, glucosidasas, 
mucopolisacáridos, adhesinas, hialinas, etc.; Gilbert, 2005) es liberado durante la 
fecundación por la fusión entre la membrana plasmática del óvulo y la membrana de 
los gránulos corticales en un proceso denominado reacción cortical. Una vez liberado, 
el contenido cortical modifica las cubiertas externas del cigoto. La envoltura 
modificada previene la entrada de múltiples espermatozoides (prevención de la 
polispermia) y aísla y protege al embrión en desarrollo (Gilbert, 2005).  
Los ovocitos poseen una cubierta externa constituida por glucoproteínas. Dicha 
cubierta recibe distintos nombres según la especie: en anfibios y erizos de mar, 
envoltura vitelina (EV) (Dumont, 1972; Hedrick y Hardy, 1991), en aves, membrana 
perivitelina (Bain y Hall, 1969; Bausek y col., 2000) y zona pelúcida (ZP) en 
mamíferos (Bleil y Wassarman, 1980a). En el caso de peces recibe el nombre de 
corion (Anderson, 1967; Cotelli y col., 1982), y se la menciona de forma separada 
debido a que su rol en la fecundación no coincide plenamente con el rol de las 
primeras. Esto podría deberse a que los espermatozoides de peces teleósteos no se 
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unen a dicha cubierta si no que la atraviesan por un orificio denominado micropilo 
(Coward y col., 2002). 
La EV de anfibios está constituida por cuatro glucoproteínas (gp) mayoritarias 
de ~120 kDa (gp120 o ZPAX), ~69 kDa (gp69 en X. laevis o ZPA; ~75 kDa en R. 
arenarum (gp75)), ~41 kDA (gp 41 o ZPC), y ~37 kDa (gp37 o ZPB) (Vo y Hedrick, 
2000; Barisone y col., 2002). Estas glucoproteínas presentan homología con las 
extensamente caracterizadas glucoproteínas que componen la zona pelúcida de los 
ovocitos de mamíferos: ZP1 (homóloga a ZPB), ZP2 (homóloga a ZPA) y ZP3 
(homóloga a ZPC) (Vo y Hedrick, 2000; Hedrick, 1996; Barisone y col., 2007; Scarpeci 
y col., 2008). Se le atribuye a la EV (o la ZP en los mamíferos) un rol crucial durante la 
fecundación en el reconocimiento y la unión de los espermatozoides de manera 
específica de especie; que será abordado mas adelante. 
Sumado a las envolturas antes mencionadas, existen cubiertas adicionales en la 
mayoría de los ovocitos (fig. 5). En mamíferos, los ovocitos son liberados del ovario 
rodeados de un grupo de células foliculares denominado cúmulo oóforo. Los óvulos de 
vertebrados no mamíferos y de muchos invertebrados poseen cubiertas acelulares 
adicionales. Los huevos de aves son recubiertos por albúmina y por una cubierta 
calcárea protectora durante su tránsito por el oviducto. En anfibios y equinodermos, 
una vez liberados del ovario y durante su tránsito por el oviducto, los ovocitos son 
recubiertos por una cubierta gelatinosa. El rol de estas cubiertas adicionales en la 
fecundación será abordado posteriormente en mayor detalle. 
 
 
Figura 5 . El ovocito. Diagrama mostrando los distintos tipos de cubiertas extracelulares 
que recubren a  los óvulos u ovocitos de algunos deuterostomados (tomado de Mengerink y 
Vacquier, 2001). 
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El estado de maduración del óvulo en el momento en el que ocurre la 
fecundación varía según la especie. En el caso de los erizos de mar y los cnidarios (ej. 
anémonas de mar), el óvulo ya ha completado la meiosis antes del encuentro con el 
espermatozoide y su núcleo es haploide. Sin embargo, en el caso de los anfibios, 
peces teleósteos y mamíferos (excepto caninos), los ovocitos maduros se encuentran 
detenidos en la segunda división meiótica, y la meiosis sólo se completa después de 
la fecundación. Por lo tanto, se utiliza el término ovocito (y no óvulo) para referirse al 
gameto femenino que es fecundado, en estos casos. 
 
Fecundación en anfibios 
Dada la relevancia del proceso de fecundación en Anfibios Anuros en el presente 
trabajo de tesis, a continuación se examinarán con mayor detalle los aspectos de su 
biología haciendo particular énfasis en la fecundación de R. arenarum. Se presentan 
también, a modo comparativo, algunos detalles de otras especies. 
 
Oviducto de anfibios 
A diferencia del oviducto de los mamíferos, cuya función básica es proveer un 
medio óptimo para la fecundación y el desarrollo embrionario, el oviducto de anfibios 
Anuros debe trasportar los ovocitos hasta el medio externo y elaborar y modificar la 
matriz extracelular de los mismos. 
 
Transporte de los ovocitos desde el ovario hacia el exterior del cuerpo de la 
hembra 
El primer paso para la fecundación requiere del transporte de los gametos 
desde el lugar donde ocurre su desarrollo en los órganos reproductores hasta el sitio 
de su encuentro. Este transporte está influenciado por las hormonas sexuales que 
controlan el comportamiento de los progenitores y de los conductos asociados al 
transporte de los gametos de manera de asegurar la reproducción (Masui y Clarke, 
1979). 
En especies de fecundación externa los ovocitos deben viajar distancias 
relativamente largas desde el ovario hasta alcanzar el medio acuoso fuera del cuerpo de 
la hembra; sitio donde ocurrirá la fecundación. En R. arenarum, los ovocitos maduran y 
son liberados del ovario mediante inducción hormonal, cayendo en la cavidad 
pleuroperitoneal (celoma). Desde allí son conducidos por el movimiento ciliar que 
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presentan las células superficiales de dicha cavidad hacia la apertura del oviducto 
(ostium). Este transporte se describe como migración externa (peritoneal). Una vez en el 
ostium comienza el transporte de los ovocitos a través del oviducto mediado por el 
movimiento de los cilios de las células epiteliales y por movimientos peristálticos en el 
último tercio del órgano (migración interna) (Rugh, 1935). 
 
Secreciones del oviducto de anfibios 
La primera porción del oviducto, denominada pars recta, produce una secreción 
de baja viscosidad con propiedades biológicas similares en la mayoría de los anfibios 
estudiados hasta el momento. El rol de esta secreción está directamente relacionado con 
la penetrabilidad de la envoltura vitelina por el espermatozoide, proceso que es 
facilitado por el ataque de las enzimas acrosomales liberadas por el espermatozoide en 
la reacción acrosómica (Raisman y Barbieri,  1969; Miceli y col.,  1977; Cabada y col., 
1978; Katagiri y col., 1982; Krapf y col., 2007; Krapf y col., 2009; O´Brien y col., 
2011). Los ovocitos del celoma (ovocitos celómicos), cuya envoltura no fue aún 
modificada por los productos secretados por el oviducto, no son fecundables. Sin 
embargo, ovocitos celómicos tratados in vitro con secreción de pars recta adquieren 
sensibilidad a las enzimas acrosomales y se tornan fecundables (Miceli y col., 1978; 
Cabada y col., 1978; Miceli y col., 1987; Cabada, 1975). Los cambios estructurales y 
moleculares que la secreción de pars recta produce en la envoltura celómica del 
ovocito son causados por la enzima oviductina (Miceli y col., 1978; Gerton y 
Hedrick, 1986; Bakos y col; 1990; Hardy y Hedrick, 1992; Hiyoshi y col., 2002). Esta 
enzima actúa sobre uno de los componentes estructurales de la envoltura celómica 
(denominado ZPC) transformándola en envoltura vitelina (Yoshizaki y Katagiri, 1981; 
Katagiri y col., 1982; Mariano y col., 1984; Gerton y Hedrick, 1986; Takamune y col., 
1986; Omata y Katagiri, 1996) 
Las otras dos porciones morfológica y fisiológicamente diferenciables del 
oviducto se denominan pars preconvoluta y pars convoluta y secretan un material 
altamente viscoso que recubre los ovocitos formando la cubierta gelatinosa 
característica de los ovocitos de anfibios. 
 
Estructura y función de la cubierta gelatinosa 
La cubierta gelatinosa de los anfibios se organiza en capas; denominadas J1, J2, 
…Jn. El número de capas varía desde tres en X. laevis (Yurewicz y col., 1998) hasta 
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seis en Rana pipiens (Steinke y Benson, 1970). En R. arenarum se han descripto 
cuatro capas (Cajal, 1972). La capa J1 es delgada, no muy hidratable y se encuentra 
en íntimo contacto con la envoltura vitelina de forma tal que hace muy difícil su 
diferenciación. J2 es más ancha e hidratable, de apariencia fibrilar. Ambas son 
concéntricas y radiales respecto al ovocito. La capa J3  es similar a J2  pero con 
una disposición longitudinal, lo que da a las tiras de ovocitos de R. arenarum la 
apariencia de un collar de cuentas. La capa más externa es J4, muy densa y no 
hidratable, siendo más delgada que J3, pero con igual disposición (Cajal, 1972). La 
figura 6 muestra la disposición estructural de los ovocitos depuestos de R. arenarum. 
 
 
Figura 6. Ovocitos depuestos de R. arenarum. A- Micrografía mostrando un segmento de 
una tira depuesta de ovocitos de R. arenarum. La cubierta gelatinosa es indicada. B- Ovocitos 
maduros de R. arenarum. Se indican la envoltura vitelina que los rodea y sus hemisferios 
animal (pigmentado) y vegetal (no pigmentado). Las micrografías fueron tomadas con una 
lupa estereoscópica Olympus MVX10. 
 
Dos glucoproteínas de cubierta gelatinosa tipo mucinas han sido identificadas 
en R. arenarum; denominadas HGP (del inglés Highly Glycosilated Protein) y L-HGP 
(del inglés Low molecular mass - Highly Glycosilated Protein) (Arranz y col., 1997). 
HGP es una glucoproteína de 300 kDa que posee un 70% de carbohidratos unidos 
mediante enlace O-glucosídicos y se la considera la proteína estructural mayoritaria de 
la cubierta gelatinosa. A medida que HGP es secretada a la luz oviductal por el 
oviducto, polimeriza a través de la formación de enlaces disulfuro intercatenarios, 
conformando  la estructura de la cubierta gelatinosa. Se ha propuesto que esta 
estructura serviría de malla para la unión no covalente de otros factores secretados 
por el oviducto, que tendrían especial relevancia en el proceso de fecundación. L-HGP 
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posee una movilidad electroforética de 200 a 270 kDa y presenta en su estructura un 
50% de carbohidratos unidos. L-HGP está presente en todas las capas de la cubierta 
gelatinosa y presenta la capacidad de difundir al medio acuoso representando hasta un 
30% de las proteínas que difunden al medio cuando se incuban las tiras de ovocitos en 
soluciones salinas (Arranz y Cabada, 2000). Esta solución conformada por los factores 
difusibles de la cubierta gelatinosa se denomina Difundido total o EW (del inglés Egg 
Water). Tan pronto como la cubierta gelatinosa se hidrata (15 minutos en medio de 
fecundación) los espermatozoides son incapaces de atravesarla (Cabada, 1975). Por otra 
parte, es sabido que los ovocitos de anfibios desprovistos de su cubierta gelatinosa sólo 
son fecundables luego de la reintroducción de EW en el medio de fecundación (Barbieri 
y Villeco, 1966; Elinson, 1971; Barbieri y Oterino, 1972; Katagiri, 1973; Barbieri, 
1976), o alternativamente, si se tratan espermatozoides durante un breve período en 
medio conteniendo EW (Krapf y col., 2007). 
A diferencia del erizo de mar, una condición necesaria para que los 
espermatozoides de Bufo, y de R. arenarum, fecunden al ovocito es que alcancen la EV 
con su acrosoma intacto (Raisman y col., 1980; Yoshizaki y Katagiri, 1982; Omata y 
Katagiri, 1996). La integridad acrosomal de los espermatozoides de R. arenarum se 
pierde rápidamente en medios hipotónicos semejantes al medio natural en el que ocurre 
la fecundación (Martinez y Cabada, 1996). Fue encontrado que una de las 2 isoformas 
existentes de L-HGP, sintetizada en la región más caudal del oviducto, tiene la 
capacidad de prevenir la ruptura acrosomal espontánea inducida por el estrés hipotónico 
(Arranz y Cabada, 2000; Krapf y col., 2006); lo que favorecería la llegada del 
espermatozoide a la EV de los ovocitos con su acrosoma intacto (Barisone y col., 2007).  
Si la cubierta gelatinosa es removida químicamente y no se agrega al medio de 
fecundación EW, los espermatozoides de R. arenarum son aún capaces de unirse a la 
EV de los ovocitos (Barisone y col., 2007) pero no sufren reacción acrosómica y como 
consecuencia no son capaces de fecundar al ovocito (Darío Krapf, tesis doctoral 2008, 
FBioyF, UNR). Descubrimientos recientes realizados en R. arenarum mostraron que 
factores presentes en EW inducen cambios fisiológicos en los espermatozoides 
homólogos y los capacitan para la fecundación (Krapf y col., 2007; O´Brien y col., 
2011). Estos cambios son semejantes a los que ocurren durante la capacitación de los 
espermatozoides de mamíferos (aumento de la fosforilación de proteínas en residuos de 
tirosina y remoción de colesterol de la membrana plasmática) y estarían relacionados 
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con la adquisición de la capacidad de desencadenar la reacción acrosómica en respuesta 
a la unión a la EV de los ovocitos (Krapf y col., 2009).  
Otro factor crucial para lograr una fecundación exitosa es que el espermatozoide 
alcance y atraviese las cubiertas de los ovocitos. Para ello es esencial la activación del 
flagelo. Ha sido informado en diferentes especies que la activación del flagelo de los 
espermatozoides es una etapa regulada, y que esta regulación depende de factores 
medioambientales presentes en el medio de fecundación (Morisawa y col., 1983a; 
Morisawa y col., 1983b; Okamura y col., 1985; Morisawa, 1994). En anfibios (Anuros y 
Urodelos) la activación flagelar sería una consecuencia del cambio de osmolaridad entre 
el medio de fecundación (Inoda y Morisawa, 1987; Hardy y Dent, 1986) y el plasma 
seminal. En R. arenarum se determinó que cuando se incuban espermatozoides en 
soluciones de menor osmolaridad que el plasma seminal se produce la activación 
flagelar, y que la motilidad progresiva aumenta significativamente cuando se incuban 
los espermatozoides en EW (O´Brien y col., 2011; Krapf y col., 2014). 
 
Envolturas de los ovocitos de anfibios 
La envoltura de los ovocitos de anfibios es una entidad única y discreta, que se 
presenta en  cuatro formas relacionadas que derivan una de la otra (Hedrick y Hardy, 
1991): la envoltura ovárica (presente alrededor de los ovocitos durante su crecimiento 
en el ovario), la envoltura celómica (EC) (asociada a los ovocitos de la cavidad 
celómica del cuerpo de la hembra), la envoltura vitelina (EV) (presente en los ovocitos 
depuestos luego de su tránsito por el oviducto) y la envoltura de fecundación (EF) 
(asociada a los ovocitos fecundados). Estas envolturas presentan características únicas 
en al menos tres aspectos: 
-su ultraestructura; 
-su composición molecular (excepto para las envolturas ovárica y celómica que 
tienen idénticos componentes), y; 
-sus propiedades biológicas relacionadas a su rol durante la fecundación. 
 
Los espermatozoides de anfibios pueden unirse y penetrar la EV pero no la 
envoltura celómica de la cual deriva (Cabada y col., 1978; Grey y col., 1977). Como 
mencionamos anteriormente (ver secreciones del oviducto de anfibios) fue demostrado 
que los cambios en las propiedades biológicas de estas envolturas son adquiridos 
durante el tránsito de los ovocitos por el oviducto, y estarían relacionados con una 
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actividad proteasa (oviductina) presente en la secreción oviductal (Cabada y col., 
1978; Miceli y col., 1978; Yoshizaki y Katagiri, 1981; Mariano y col., 1984). La 
actividad de esta proteasa sobre la EC causaría la exposición de los sitios de unión a los 
espermatozoides y un marcado aumento de la sensibilidad al contenido acrosomal 
(Hedrick y Nishihara, 1991; Katagiri y col., 1982) convirtiéndola en la EV. En R 
arenarum fue reportado que la conversión de la EC en EV involucra la conversión 
proteolítica de glucoproteínas de entre 40 y 55 kDa en glucoproteínas de 41 kDa y 38 
kDa (Barisone y col., 2003). 
Luego de la fecundación, la EV es convertida en la EF. Este proceso es llevado 
a cabo por los componentes de los gránulos corticales luego la reacción cortical. Como 
consecuencia de estos eventos la EF se distancia de la membrana plasmática. En cuanto 
a su composición molecular, la EF de X. laevis muestra tres cambios con respecto a 
la EV (Hedrick y Hardy, 1991): aparece un nuevo componente con masa molecular 
aparente de 40-45 kDa, el componente gp69/64 (ZPA) sufre proteólisis limitada 
convirtiéndose en una banda de 66/61 kDa, y residuos de N-acetil glucosamina son 
removidos de ZPC (Vo y col., 2003). Cambios proteolíticos similares se han observado 
en las envolturas de los ovocitos de B. japonicus (Lindsay y col., 1988) y R. arenarum 
(Scarpeci y col., 2008). Los cambios químicos y estructurales en la EF se reflejan en 
significativas modificaciones de sus propiedades fisicoquímicas y biológicas. La 
envoltura de fecundación es menos susceptible a lisinas espermáticas que la EV en R. 
arenarum (Cabada y col., 1989), B. japonicus (Yamasaki y col.,  1988) y X. laevis 
(Hedrick y Nishihara, 1991). Ha sido reportado en numerosas especies, incluyendo a 
mamíferos y anfibios, que la hidrólisis provocada por las glucosidasas y las proteasas 
del contenido cortical sobre la EV (o ZP) ocasionan modificaciones en sus 
oligosacáridos y cambios en su estructura tridimensional perdiendo la EF la capacidad 
de unir espermatozoides (Miller y col., 1993b; Kiefer y Saling, 2002; Vo y Hedrick; 
2003; Jovine y col., 2004; Linsay y Hedrick, 2004; Scarpeci y col., 2008).  
 
Aspectos funcionales de los gametos durante la fecundación 
El encuentro entre gametos obedece las reglas de una cita a ciegas, ya que 
éstas nunca han tomado contacto con anterioridad. Sin embargo, este encuentro debe 
cursar de una  forma coordinada en tiempo y espacio. Estas características son las 
que se discuten a continuación. 
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Quimiotaxis 
Los espermatozoides deben recorrer distancias relativamente largas hasta 
alcanzar al ovocito. Este trayecto se encuentra guiado por la atracción que el ovocito 
ejerce sobre el espermatozoide.  
 
Quimiotaxis en espermatozoides 
La quimiotaxis espermática o direccionamiento de la trayectoria del 
espermatozoide en respuesta a un gradiente químico, es una característica ampliamente 
distribuida en el reino animal; desde los erizos de mar hasta los humanos (Miller, 
1985; Cosson, 1990; Eisenbach y Tur-Kaspa, 1994). La actividad quimiotáctica de los 
ovocitos sobre los espermatozoides de especies marinas fue establecida y aceptada 
hace 40 años. En mamíferos, la existencia de quimiotaxis durante la fecundación fue 
propuesta hace sólo 10 años. Sin embargo, ha sido muy cuestionada hasta nuestros 
tiempos. Los motivos de estos cuestionamientos se han basado principalmente en que 
una gran cantidad de espermatozoides  (del orden de 1x10
7
 - 1x10
9
) son directamente 
depositados en el tracto reproductor de la hembra; lo que originaría que algunos 
espermatozoides pudieran alcanzar al ovocito por aleatoriedad, aún en  ausencia de 
quimiotaxis (Williams y col., 1993). Otro tipo de cuestionamientos han estado 
relacionados a la dificultad en la interpretación de los resultados vinculados con 
diferencias entre quimiotaxis y otros procesos que resultan en la acumulación 
localizada de espermatozoides (Eisenbach, 1999). 
 
Quimiotaxis en espermatozoides de anfibios 
En el caso de los anfibios, los estudios experimentales realizados a la fecha 
sugieren que la actividad quimiotáctica sobre los espermatozoides sería ejercida por 
factores difusibles asociados a la cubierta gelatinosa de los ovocitos. Tanto en X. laevis 
como en X. tropicalis se ha purificado una proteína de origen oviductal denominada 
allurin (~20 kDa), que mostró tener propiedades quimioatractantes de espermatozoides 
homólogos. Allurin fue encontrada tanto en la cubierta gelatinosa de los ovocitos como 
en EW y fue capaz de unirse a receptores situados en la pieza media y en la cabeza 
del espermatozoide (al-Anzi y Chandler, 1998; revisado en Lindsey y col., 2008). En 
concordancia con lo esperado para estos factores, estudios llevados a cabo por Olson 
(2001), han demostrado que allurin rápidamente difunde al medio de fecundación 
luego de la deposición de los ovocitos generando un gradiente de concentración 
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(revisado en Lindsey y col., 2008). Sin embargo, aún no se ha determinado si esta 
proteína es indispensable para la fecundación. 
 
Interacción entre gametos de anfibios anuros 
En los animales con fecundación externa la primera interacción entre los gametos 
se establece entre el espermatozoide y moléculas que difunden desde la cubierta 
gelatinosa (Barbieri y Cabada, 1969). 
Entre los roles propuestos para los factores difusibles de la cubierta gelatinosa 
podemos mencionar: 
- el direccionamiento de los espermatozoides hacia el ovocito o quimiotaxis (al-
Anzi y Chandler, 1998); 
- la capacitación espermática (Krapf y col., 2007; Krapf y col., 2009); 
- la protección del acrosoma del espermatozoide frente a cambios de osmolaridad 
del medio (Arranz y Cabada, 2000); 
- el incremento en la motilidad progresiva del espermatozoide (O´Brien y col., 
2011; Krapf y col., 2014). 
 
Junto a las funciones arriba mencionadas, la cubierta gelatinosa de los ovocitos 
cumple un rol de protección mecánica del embrión y de defensa frente a infecciones por 
microorganismos (Katagiri, 1987); un papel que es compartido con las matrices 
extracelulares de los ovocitos de todo el reino animal (Hedrick y Nishihara, 1991).   
Por otra parte, se ha propuesto que otra de las funciones de la cubierta gelatinosa 
sería la de proveer Ca
++ y Mg
++
 al medio circundante. En el momento en que los 
ovocitos son depuestos, ocurre una importante difusión de iones de Na
+ y K
+ al 
medio, y en menor medida de Ca
++
 y Mg
++
, provenientes de la cubierta gelatinosa que 
acondicionan el medio para la fecundación. Estas características del medio (baja 
osmolaridad y la presencia de Ca
++
 y Mg
++
) fueron necesarias para obtener altas tasas 
de fecundación en Bufo japonicus (Ishihara y col., 1984) y R. arenarum (Medina y col., 
2010). En favor de esta hipótesis, se aisló una glucoproteína ácida (JGP) capaz de 
retener Ca
++ y mantenerlo en niveles adecuados para la fecundación (Shimoda y col., 
1994), y recientemente se identificó una bomba de Ca
++
, de alta actividad, presente en 
el epitelio oviductal que contribuiría a la alta concentración de Ca
++
 presente en la 
cubierta gelatinosa (Crespo y col, 2014). Otra hipótesis funcional ha sido que la 
cubierta gelatinosa regularía el pH en las inmediaciones  del ovocito (Fonovich De 
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Schroeder y col., 1993). Esta hipótesis se basa en el hecho de que las cubiertas 
gelatinosas producen una alcalinización del medio de inseminación que activaría a 
los espermatozoides (Barbieri y Cabada, 1969). En relación con estos hallazgos, fue 
recientemente demostrado que el HCO3
-
, utilizado en los experimentos de activación 
espermática para regular el pH, es un elemento clave en la adquisición de la capacidad 
fecundante de espermatozoides de R. arenarum (Krapf y col., 2007). 
 
Interacción del espermatozoide con la EV 
La interacción entre gametos es bien conocida en erizos de mar. Los óvulos de 
estos animales están rodeados por la EV y una cubierta gelatinosa. Una vez que los 
gametos son liberados al medio acuoso, el contacto del espermatozoide con 
polisacáridos sulfatados de la cubierta gelatinosa de los ovocitos (Alves y col., 1997) 
desencadena la reacción acrosómica. Esta interacción, junto a la especificidad de 
especie encontrada en los factores quimiotácticos que guían a los espermatozoides hacia 
el ovocito, constituiría la primera barrera específica de especie, mecanismo que es 
compartido en la fecundación de muchos animales acuáticos (Ward y col., 1985). Una 
vez ocurrida la reacción acrosómica en los espermatozoides de erizo de mar, no sólo se 
liberan enzimas hidrolíticas que permiten el avance del espermatozoide a través las 
cubiertas del ovocito, sino que además se genera una extensión del proceso acrosomal 
en la región anterior de la cabeza del espermatozoide provocada por la polimerización 
de actina globular. Fue demostrada la existencia de proteínas acrosomales denominadas 
bindinas (Vacquier y Moy, 1977) que luego de la reacción acrosómica se agregarían y 
serían expuestas sobre la membrana que recubre a los filamentos de actina del proceso 
acrosomal (Moy y Vacquier, 1979). Estas proteínas mediarían una segunda interacción 
específica de especie (Glabe y Vacquier, 1977; Glabe y Lennarz, 1979) uniéndose a 
receptores glucoproteicos (~350 kDa) ubicados en la  superficie del óvulo, 
contribuyendo a la unión de los gametos (Ohlendieck y col., 1993; Giusti y col., 1997; 
Stears y Lennartz, 1997; Hirohashi y Lennarz, 2001). Ha sido sugerido que tanto los 
residuos de azúcar como la región polipeptídica de los receptores de bindina estarían 
involucrados en la interacción especie selectiva con el espermatozoide (Ohlendieck y 
col, 1993). 
 
En los mamíferos, la zona pelúcida está compuesta por glucoproteínas altamente 
conservadas; aún en no mamíferos (Litscher y Wassarman, 2007). Estas glucoproteínas 
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son sintetizadas por el ovocito y fueron denominadas, en ratón, mZP1 (200 kDa), mZP2 
(120 kDa) y mZP3 (83 kDa) (Bleil y Wassarman, 1980a; Wassarman, 1999). Hay un 
elevado consenso entre la comunidad científica sobre la participación de la ZP en la 
interacción primaria o inicial, específica de especie, del espermatozoide con el ovocito 
(Wassarman y col., 2005), y sobre el rol de la interacción del espermatozoide con la ZP 
en el gatillado de la reacción acrosómica (Florman y Storey, 1982; Bleil y Wassarman, 
1983; Cherr y col., 1986; Macek y col., 1991; Miller y col., 1992). Estudios realizados 
en ratón, señalan que los oligosacáridos O-unidos a los residuos de serina 332 y 334 de 
ZP3 serían de suma importancia en la interacción inicial del espermatozoide con el 
ovocito (Bleil y Wassarman, 1980b; Florman y Wassarman, 1985; Bleil y Wassarman, 
1986; Rosiere y Wassarman, 1992; Kinloch y col., 1995; Litscher y Wassarman, 1996; 
Chen y col., 1998). A pesar de la reconocida importancia de los carbohidratos en la 
interacción de los gametos, Florman y col. (1984) mostraron que esta interacción no 
sería suficiente para desencadenar la reacción acrosómica; sugiriendo que la región 
polipeptídica de ZP3 también sería de importancia en la fecundación. Trabajos 
posteriores realizados por Williams y col. (2006), reemplazando regiones del extremo 
C-terminal de ZP3 de hámster por los correspondientes de ratón, mostraron que la 
región polipeptídica codificada por el exón 7 del gen de ZP3 es reconocida y se une in 
vitro al espermatozoide. Otros investigadores también mostraron la importancia de esta 
región polipeptídica en el reconocimiento e interacción de los gametos de ratón. (Li y 
col., 2007; Rosiere y Wassarman 1992; Millar y col., 1989). Llamativamente, fue 
encontrado que esta zona de ZP3 presenta una elevada variabilidad evolutiva respecto 
del resto de la proteína, sugiriendo su rol en la restricción específica de especie (Kinloch 
y col., 1995; Swanson y col., 2001). 
A pesar de la existencia de un gran volumen de literatura que soporta la 
importancia de los carbohidratos en la interacción del espermatozoide con los ovocitos 
de ratón (Benoff, 1997; Tulsiani y col., 1997) existen críticas al modelo anteriormente 
descripto. Varios estudios experimentales sugieren que los oligosacáridos de la zona 
pelúcida no son suficientes para explicar el 100% de la unión de los espermatozoides a 
la ZP, y que el 20-25% de estas uniones podría ocurrir por mecanismos carbohidrato-
independientes llevando a una fecundación exitosa (Mori y col., 1997; Litscher y col., 
1995; Johnston y col., 1998). Sin embargo, la existencia de redundancia entre ambos 
mecanismos y las bases moleculares de los mecanismos carbohidrato independiente aún 
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son desconocidas y aguardan futuras investigaciones (Wassarman  y Litscher, 2008; 
Clark y Dell, 2006). 
Varias proteínas espermáticas (EBPs) (del inglés: egg binding proteins) han sido 
propuestas como mediadoras de la unión  específica de especie con el ovocito, 
abarcando desde enzimas a proteínas tipo lectina (tabla II). Sin embargo, muchas de las 
funciones propuestas para estas proteínas han perdido sustento por hallazgos recientes. 
A modo de ejemplo, Lu and Shur (1997) encontraron que ratones “nocaut” para la -
galactosiltransferasa, una de las EBPs propuestas, son fértiles. Fue encontrado, a su vez, 
que sp56, propuesta como receptor de ZP3, está presente en matriz acrosomal y no en la 
membrana plasmática del espermatozoide (Foster y col., 1997).  
Actualmente existe cierto consenso entre la comunidad científica sobre la 
existencia de más de una clase de proteína involucrada en la interacción entre el 
espermatozoide y el ovocito, y sobre que especies diferentes podrían usar diferentes 
EBPs en esta interacción (Wassarman y col., 2001). Ha sido propuesto, además, que la 
especificidad global de la interacción espermatozoide-ovocito en las distintas especies 
de mamíferos podría ser alcanzada por la suma de diferentes etapas de moderada 
especificidad (Florman y col., 1999). 
 
Tabla II. Proteínas de unión a ovocitos encontradas en los espermatozoides de mamíferos. 
EBP Comentario Referencia 
-galactosiltransferasa Proteína de la mp del sp que une residuos 
NacGlc sobre ZP3 (ratón).  
Miller y col., 1992; Lu y 
Shur, 1997. 
ZRK (del inglés: Zona 
Receptor Kinasa) 
Proteín tirosin quinasas que uniría la mZP3 
(ratón; humano).  
Burks y col., 1995. 
Fosfolipasa A2 (PLA2) Proteína de la mp del sp vinculada a la fusión 
de los gametos (humano). 
Fry y col., 1992. 
Proteína de unión a 
manosa 
Proteína de la mp del sp que uniría residuos 
manosa sobre ZP (ratón, humano, etc.). 
Cornwall y col., 1991. 
Espermadhesinas Proteína tipo lectina que uniría                      
O-oligosacáridos de la ZP (jabalí). 
Dostalova y col., 1995. 
Zonadhesina Proteína de la mp del sp que mediaría la unión 
a la ZP (cerdo; ratón). 
Hardy y Garbers, 1995; 
Gao y Garbers, 1998. 
sp56 Proteína del acrosoma del sp que uniría 
oligosacáridos de mZP3; entre otras (ratón).  
Cheng y col., 1994; 
Foster y col., 1997. 
-fertilina Proteína implicada en la interacción de las mp 
de los gametos (ratón).  
Cho y col., 1998. 
ciritestina Proteína de la mp del sp implicada en la 
interacción con la ZP (ratón). 
Shamsadin y col., 1999. 
Izumo1 Proteína de la mp del sp implicada en la fusión 
de los gametos (ratón). 
Inoue y col., 2005. 
P-selectina Proteína de la mb acrosomal que interacciona 
con ZP (porcino). 
Geng y col., 1997. 
PH20 Hialuronidasa de la mb acrosomal interna del 
sp que interacciona con  ZP2 (cobayo). 
Hunnicutt y col., 1996. 
P17 Proteína del acrosoma del sp con afinidad por 
la ZP (conejo). 
Richardson y col., 1994. 
mp: membrana plasmática; sp: espermatozoide; NacGlc: N-acetil glucosamina. Adaptada de 
Wassarman, 1999; Miller y col., 2002. 
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En los mamíferos, se ha encontrado, además, que varias proteínas del 
espermatozoide reaccionado son capaces de interaccionar con la ZP (Richardson y col., 
1994; Hunnicutt y col., 1996; Cheng y col., 1997). Es sugerido, que una vez 
desencadenada la reacción acrosómica, proteínas de la membrana acrosomal interna 
interaccionarían con ZP2 impidiendo que los espermatozoides fecundantes se suelten 
del ovocito, ayudando en la penetración de la ZP (Bleil y col., 1988b). 
 
En los anfibios, tanto las modificaciones químicas que ocurren en la EC de los 
ovocitos durante su tránsito por el oviducto, como la interacción de los espermatozoides 
con los componentes difusibles de la cubierta gelatinosa, son necesarias para que los 
espermatozoides reconozcan y fecunden a los ovocitos. 
En X. laevis fue encontrado que ZPC (homóloga a ZP3) es el principal 
componente de la EV que interacciona con los espermatozoides no reaccionados. ZPA 
(homóloga de ZP2) también mostró capacidad de unión a estos espermatozoides pero en 
menor medida (Vo y Hedrick, 2000). El pretratamiento de ZPC con PNGasa-F, una 
enzima que remueve oligosacáridos unidos a polipéptidos mediante unión N-
glucosídica, eliminó su capacidad de unir espermatozoides, mostrando la importancia de 
estos oligosacáridos en la interacción de los gametos (Vo y Hedrick, 2000). Tian y col. 
(1997) también mostraron que los carbohidratos de ZPA serían importantes en la 
interacción inicial de la EV con los espermatozoides. Los carbohidratos de una de las 
glucoproteínas de la EV (gp 36-39 kDa) fueron señalados como los principales 
componentes involucrados en la interacción con los espermatozoides en B. japonicus 
(Omata y Katagiri, 1996). Estos hallazgos demuestran, en su conjunto, la importancia 
que tienen los carbohidratos en el reconocimiento y la unión de los gametos en los 
anfibios. Sin embargo, en X. laevis sólo una mezcla de ZPA, ZPB y ZPC en la misma 
proporción que la encontrada en la EV logró alcanzar los niveles de unión de 
espermatozoides encontrados cuando se utilizó EV aislada. Esto sugiriere, que el 
contexto estructural de la EV también podría ser importante en la presentación del 
receptor espermático, o que la unión estable de los espermatozoides requiere el 
reconocimiento de un complejo hetero-oligomérico formado por todas las 
glucoproteínas de la EV (Vo y Hedrick, 2000). 
A diferencia de lo encontrado en los mamíferos, los espermatozoides reaccionados 
de anfibios no mostraron capacidad de interacción con la EV (Vo y Hedrick, 2000). 
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En R. arenarum, modelo de estudio en este trabajo de tesis, se demostró que gp41 
(homologa a ZPC) se une in vitro a espermatozoides homólogos, mientras que gp75 
(homologa de ZPA) y gp38 interaccionaron en menor proporción (Barisone y col., 
2007). Trabajos realizados por otros autores también mostraron la interacción de estas 
glucoproteínas con los espermatozoides de R. arenarum (Scarpeci y col., 2008; Barrera 
y col., 2012). Sin embargo, el rol de los carbohidratos de la EV en la interacción de los 
gametos aún no es claro en esta especie. 
 
Reacción acrosómica 
En Mamíferos, la estimulación de espermatozoides capacitados con ZP 
solubilizada, dispara la reacción acrosómica (para una revisión ver Buffone y col., 
2014). Esto llevó a interpretar que, in vivo, el contacto del espermatozoide con la ZP 
era el evento desencadenante de la reacción acrosomal. Sin embargo, evidencias 
recientes discuten este paradigma, indicando que el espermatozoide fecundante sería 
aquel que contacta a la ZP con su acrosoma ya reaccionado (Jin y col., 2011). Por otro 
lado, en anfibios, el contacto del espermatozoide intacto con la EV desencadenaría la 
reacción acrosómica (Ward y Storey, 1984; Barisone y col., 2002; Hedrick, 2008). 
Como fue descrito, el acrosoma es una gran vesícula membranosa secretoria ubicada 
en la región apical de la cabeza del espermatozoide (Eddie y O´Brien, 1994; 
Yanagimachi, 1994). La membrana acrosomal que subyace por debajo de la membrana 
plasmática es denominada membrana acrosomal externa mientras que la membrana 
acrosomal ubicada por encima del núcleo es denominada membrana acrosomal interna. 
Durante la reacción acrosómica, la membrana acrosomal externa se fusiona con la 
membrana plasmática en múltiples puntos. Como consecuencia, se libera el contenido 
de la matriz acrosomal (mayormente hidrolasas) y se generan vesículas híbridas 
(vesículas acrosomales) formadas por fragmentos de la membrana plasmática de la 
cabeza del espermatozoide y de la membrana acrosomal externa; quedando expuesta la 
membrana acrosomal interna (Cardullo y Florman, 1993) que se fusiona con la 
membrana plasmática remanente (Fig. 7). 
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Figura 7. Esquema de los cambios morfológicos que ocurren en un espermatozoide de 
mamífero durante la reacción acrosómica. El curso de la reacción acrosómica se indica de A 
a D. A- Cabeza de un espermatozoide con su acrosoma intacto. B- Fusión de la membrana 
acrosomal externa (MAE) con la membrana plasmática (MP) en múltiples puntos y liberación 
del contenido de la matriz acrosomal. C- Vesículas acrosomales generadas, compuestas por la 
MAE y la MP. D- Cabeza del espermatozoide reaccionado exponiendo la membrana acrosomal 
interna (MAI). 
 
Fusión de membranas y activación del metabolismo del cigoto 
Una vez que el espermatozoide reconoce e interacciona con el ovocito, las 
enzimas acrosomales liberadas durante la reacción acrosómica actúan sobre la ZP o EV 
permitiendo el avance del espermatozoide y la fusión de su membrana plasmática con la 
del ovocito Trabajos recientes realizados en mamíferos (ratón) demostraron que Izumo-
1, una proteína integral de la membrana plasmática del espermatozoide, es 
indispensable para la unión los gametos a nivel de sus membranas plasmáticas 
facilitando su fusión (Wassarman, 2014). 
 Luego de ocurrida la fusión de los gametos los siguientes eventos durante la 
fecundación son dirigidos hacia la reconstitución de un núcleo diploide y hacia la 
activación del metabolismo del cigoto para generar un nuevo organismo (Gilbert, 2005). 
Debido a que estos procesos no tienen relevancia en este trabajo de tesis sus aspectos 
moleculares no serán detallados. 
 
Prevención de la polispermia 
La polispermia, entrada de más de un espermatozoide al ovocito, lleva a 
consecuencias letales para el embrión en la mayoría de los organismos estudiados. De 
este modo, la mayoría de las especies han evolucionado desarrollando mecanismos para 
garantizar la fecundación del ovocito por un único espermatozoide. En el óvulo de erizo 
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de mar existen dos mecanismos que previenen la polispermia: uno rápido y transitorio, 
que ocurre entre 1 a 3 segundos luego de la entrada del primer espermatozoide, y uno 
lento y permanente, que ocurre dentro del minuto de fecundado el óvulo.  
El bloqueo rápido de la polispermia se produce por un cambio en el potencial de 
la membrana plasmática del ovocito (de -70 mV, citoplasma negativo, a +20 mV) 
provocado por un influjo regulado de iones sodio hacia su interior, que impide a los 
espermatozoides fusionarse con su membrana plasmática (Jaffe, 1976). 
El bloqueo lento de la polispermia es llevado a cabo por la reacción cortical, luego 
de la fusión exitosa entre los gametos. Como ya mencionamos, inmediatamente por 
debajo de la membrana plasmática del óvulo se encuentra múltiples gránulos corticales 
que se fusionan con la membrana plasmática liberando su contenido al espacio 
periplásmico. Entre las moléculas liberadas se encuentran proteasas, glucosidasas, 
lectinas y mucopolisacáridos que modificarían de forma permanente la cubierta del 
cigoto de manera que ningún otro espermatozoide pueda fecundarlo (Gilbert, 2005). 
 
En los mamíferos la estrategia para el bloqueo de la polispermia varía según la 
especie (Jaffe y Cross, 1984). Mientras que en hámster sólo tiene lugar el bloqueo lento 
de la polispermia (Austin, 1955), en conejos sólo ocurre el bloqueo rápido (Braden y 
col., 1954). En ratón, ambos mecanismos, rápido y lento, aseguran el bloqueo de la 
polispermia (Braden y col., 1954; Wolf, 1978). 
 
En los Anuros, la fecundación es monospérmica, y tienen lugar ambos 
mecanismos de bloqueo de la polispermia (Cross y Elinson, 1980). 
Particularmente, en X. laevis, tres mecanismos moleculares han sido descriptos 
que contribuyen al bloqueo lento de la polispermia: 
- Greve y col. (1985) reportaron que durante la reacción cortical se libera una 
enzima con actividad N-acetil-glucosaminidasa al espacio perivitelino. Estudios 
posteriores (Prody y col., 1985) demostraron que el pretratamiento de ovocitos 
con esta enzima los transforma en no fecundables. Vo y col. (2003) demostraron 
que la N-acetil-glucosaminidasa de los gránulos corticales remueve residuos de N-
acetil-glucosamina terminales de ZPC (el principal receptor espermático de la EV 
en esta especie) que serían esenciales para la unión de los espermatozoides con la 
EV. 
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- Linsay y Hedrick (2004) aislaron una proteasa del exudado de los gránulos 
corticales de ovocitos activados con ionóforo de Ca
++
 que fue capaz de replicar los 
cambios proteolíticos ocurridos en ZPA durante la transformación de la EV en la 
EF. Es actualmente aceptado que la ruptura proteolítica de ZPA provoca cambios 
conformacionales globales en las glucoproteínas que componen la EV, que 
llevarían a un enmascaramiento u ocultamiento de los sitios de unión a los 
espermatozoides de la EV y a su endurecimiento. De este modo, la ruptura 
proteolítica de ZPA contribuiría tanto física como químicamente a la prevención 
de la polispermia. Resultados similares han sido reportados en R. arenarum 
(Barisone y col., 2003; Scarpeci y col., 2008). 
- Nishihara y col. (1986) reportaron la existencia de una lectina en los gránulos 
corticales de X .laevis que es también liberada durante la reacción cortical. Fue 
mostrado que esta lectina difunde a través del espacio perivitelino y de la EV para 
unirse a su glucoproteína ligando en la capa mas interna de la cubierta gelatinosa 
de los ovocitos (J1). Esta interacción lleva a la formación de un heteropolímero 
lectina-ligando insoluble (capa de fecundación o capa F) que previene que los 
espermatozoides se unan a la superficie de la EV (Wyrick y col., 1974; revisado 
en Hedrick, 2008). Ha sido propuesto que la capa F bloquearía físicamente el 
acceso al receptor espermático en las glucoproteínas de la EV. 
 
Importancia de las glucosidasas y carbohidratos en la fecundación 
La importancia de los carbohidratos y las glucosidasas en la fecundación ha sido 
largamente documentada. En distintas especies, abarcando desde los humanos hasta las 
ascidias, se ha reportado que las glucosidasas no sólo participan en la interacción inicial 
entre los gametos, sino además en el avance del espermatozoide a través de las cubiertas 
del ovocito y en la prevención de la polispermia. 
 
En ascidias, el modelo actualmente aceptado y respaldado por los hallazgos de 
diferentes laboratorios (Rosati y De Santis, 1980; Honegger, 1982; Hoshi y col., 1985; 
Honegger, 1986; Lambert, 1986; Lambert, 1989a; Godknecht y Honegger, 1991; 
Godknecht y Honegger, 1995) propone que glucosidasas de la membrana plasmática de 
los espermatozoides reconocerían residuos glucosídicos en la cubierta vitelina del óvulo 
formando un complejo que uniría a ambos gametos. La actividad de las glucosidasas, 
como enzima o como lectina, sería modulada por el pH de su microentorno. Al pH del 
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agua de mar (pH~8), las glucosidasas, que poseen un pH óptimo ácido (pH~4), tendrían 
muy poca actividad catalítica y actuarían a modo de lectinas facilitando la unión de 
gametos. 
Las glucosidasas de ascidias también fueron vinculadas a la prevención de la 
polispermia, ya que modifican químicamente, o bloquean físicamente, los ligandos 
glucosilados del óvulo que interactúan con los espermatozoides (Pinto y col., 1981; 
Hoshi y col., 1985; Honegger y Koyanagi, 2008). Fue demostrado, que ovocitos de 
Ascidia nigra liberan una N-acetil glucosaminidasa al agua de mar luego de la 
fecundación. Esta glucosidasa inactiva residuos de N-acetil glucosamina sobre la 
envoltura vitelina de los óvulos impidiendo la unión supernumeraria de espermatozoides 
y contribuyendo a la prevención de la polispermia (Lambert 1986; Lambert, 1989b). 
 
En ratón, estudios realizados en diversos laboratorios sugieren que residuos 
terminales de N-acetil glucosamina, galactosa y manosa (Shur y Hall, 1982; Bleil y 
Wassarman, 1988a; Cornwall y col., 1991; Miller y col., 1992) presente en los 
oligosacáridos de ZP3 estarían involucrados en una interacción tipo lectina con las 
EBPs. En humanos residuos de N-acetil glucosamina, manosa, fucosa y galactosa han 
sido vinculados a la unión de los espermatozoides con la ZP (Miranda y col., 1997). En 
la membrana plasmática de los espermatozoides de las moscas de la fruta Drosophila 
melanogaster y Ceratitis capitata tres glucosidasas potencialmente involucradas en la 
fecundación han sido reportadas: N-acetil glucosaminidasa, -manosidasa y -L-
fucosidasa (Cattaneo y col., 1997; Intra y col., 2006; Intra y col., 2011). De este modo, 
las glucosidasas parecen estar presentes en los gametos de muchas de las especies de 
vertebrados e invertebrados estudiadas y muchas de ellas fueron vinculadas a la 
fecundación. 
 
N-acetil--D-glucosaminidasa 
Entre las glucosidasas, la N-acetil--D-glucosaminidasa (EC 3.2.1.52) ha sido 
vinculada a la fecundación en numerosas especies de animales y merece particular 
atención en este trabajo de tesis. 
En humanos la N-acetil glucosaminidasa fue implicada en la interacción de los 
espermatozoides con la ZP (Miranda y col., 2000; Perez Martinez y col., 2008). 
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Miller y col. (1993a) reportaron la existencia de N-acetil glucosaminidasa en el 
acrosoma de los espermatozoides de ratón, que es liberada durante la reacción 
acrosómica, y que facilita el pasaje del espermatozoide a través de la ZP removiendo las 
uniones estables espermatozoides-ZP. La N-acetil glucosaminidasa fue también 
encontrada en los gránulos corticales de los ovocitos de ratón (Miller y col. 1993b). Esta 
enzima es liberada durante la reacción cortical y participaría del bloqueo de la 
polispermia inactivando residuos de N-acetil glucosamina en los oligosacáridos de ZP3 
que serían reconocidos por el espermatozoide. En hámster, una N-acetil 
glucosaminidasa de espermatozoides estaría implicada en la interacción inicial con 
residuos N-acetil glucosamina de la ZP (Zitta y col., 2004; Zitta y col., 2006). 
En los géneros Ascidia y Phallusia la N-acetil glucosaminidasa es señalada como 
la glucosidasa responsable en la unión de los gametos y de la prevención de la 
polispermia (Lambert, 1986; Lambert, 1989a; Lambert, 1989b; Matsuura y col., 1993; 
Godknecht y Honegger, 1991; Godknecht y Honegger, 1995). 
En D. melanogaster fue encontrado que una N-acetil glucosaminidasa de la 
membrana plasmática del espermatozoide ubicada en la zona que cubre al acrosoma es 
indispensable para la fecundación. Machos mutantes para esta N-acetil glucosaminidasa 
(mutantes casanova) son infértiles (Perotti y col., 2001). 
 
Características bioquímicas y estructurales de la N-acetil--D-glucosaminidasa 
A pesar de su rol asociado a la fecundación, la N-acetil--D-glucosaminidasa es 
una glucosidasa de origen lisosomal. Es clasificada como una -N-acetil 
hexosaminidasa o -hexosaminidasa (Hexosaminidasa o Hex) debido a muchas de ellas 
pueden catalizar la remoción eficiente tanto de residuos de N-acetil glucosamina 
(NacGlc) como de residuos N-acetil galactosamina (NacGal) terminales desde los 
extremos no reductores de glucoconjugados; como ser glucolípidos, glucoproteínas, 
proteoglucanos, etc. (Beeley, 1985). 
En los mamíferos 3 isoformas de la Hex han sido caracterizadas; cada una de ellas 
compuesta por la homo o heterodimerización no covalente de dos subunidades proteicas 
distintas denominadas  y . Estas isoformas son denominadas HexA (heterodímero 
 Hex B (homodímero  y Hex S (homodímero ). 
En humanos la Hex ha sido profundamente estudiada dado que su deficiencia 
causa un conjunto de enfermedades neurodegenerativas letales denominadas GM2 
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gangliosidosis (Tay-Sachs, Sandhoff y variante AB). Los genes que codifican las 
subunidades  y  fueron identificados y caracterizados en humanos (Proia y Soravia; 
1987; Proia, 1988). Fue encontrado que HEXA (codificante para la subunidad ) y 
HEXB (codificante para la subunidad ) se encuentran ubicados en distintos 
cromosomas (HEXA en el cromosoma 15 y HEXB en el cromosoma 5) y que presentan 
la misma estructura exón-intrón (14 exones interrumpidos por 13 intrones). El análisis 
de las secuencias genómicas reveló la conservación, en ambos genes, de los sitios en 
donde las secuencias intrónicas interrumpen a las secuencias codificantes. Estos 
hallazgos, junto a la elevada homología de secuencia encontrada entre las subunidades 
 y  (>50% de identidad de aminoácidos), hacen suponer que ambos genes tienen un 
origen evolutivo común a partir de la duplicación y divergencia de un gen ancestral 
(Proia, 1988). 
Las subunidades  y  son sintetizadas como pre-pro-precursores glucosilados 
que dimerizan en el aparato de Golgi (Proia y col., 1984) y alcanzan el lisosoma por la 
ruta de la manosa-6-fosfato (Sonderfeld-Fresko y Proia, 1989). La obtención de las 
subunidades maduras requiere primero la ruptura proteolítica del péptido señal de 
anclaje al retículo endoplásmico rugoso (RER) y luego la proteólisis de regiones 
estructuralmente expuestas en el lisosoma. Estudios realizados en humano demuestran 
(Mahuran y col., 1988) que la subunidad  es sintetizada como un pre-pro-polipéptido 
de 60,5 kDa. Luego de la ruptura de su péptido señal (~2,3 kDa), el pro-polipéptido  es 
finalmente procesado mediante la ruptura proteolítica de un pro-péptido N-terminal de 
~7,8 kDa dando origen a la subunidad  madura (~50,4 kDa).  
El precursor de la subunidad  (61,8 kDa) sufre dos modificaciones proteolíticas 
importantes luego de la eliminación de su péptido señal (~2,3 kDa) en el RER. Al igual 
que en la subunidad , el pro-polipéptido  sufre la ruptura proteolítica de un pro-
péptido de ~10 kDa en su extremo N-terminal. Además, el precursor de la subunidad  
sufre la proteólisis adicional de un tri (en HexB) o tetrapéptido (en HexA) interno dando 
origen a dos mitades, denominadas b (mitad amino terminal) y a (mitad carboxilo 
terminal), que se mantienen unidas por enlace disulfuro (Mahuran y col., 1988; Hubbes 
y col., 1989). Schuette y col. (2001) demostraron que los pro-péptidos removidos de las 
precursores de las subunidades  y  se mantienen unidos covalentemente por enlace 
disulfuro en las subunidades maduras. 
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En la figura 8 se muestra un diagrama de los procesamientos proteolíticos que 
sufren los precursores de las subunidades  y  de humano. 
 
 
Figura 8. Esquema de los polipéptidos estructurales que componen las distintas isoformas 
de la Hex de humano. A- subunidad  madura. B- subunidad  madura. En canela se indican 
los pro-péptidos. 
 
La estructura molecular de las isoformas A y B de la Hex fueron obtenidas por 
difracción de rayos X (Mark y col., 2003; Lemieux y col., 2006). Un análisis de estas 
isoformas reveló que tanto la subunidad  como la  poseen un sitio activo funcional 
(Kytzia y Sandhoff, 1985) compuesto por 12 residuos de aminoácidos endógenos más 
un residuo de tirosina (Tyr) exógeno aportado por la subunidad apareante. El análisis de 
los residuos de aminoácido que componen el sitio activo en ambas subunidades reveló 
que comparten la identidad de 10 de los 12 residuos de aminoácido endógenos que los 
constituyen. Entre los residuos de aminoácidos disimiles, fue encontrado que la 
subunidad  posee un residuo de asparagina (Asn423) y uno de arginina (Arg424) que 
son reemplazados por un residuo de aspartato (Asp452) y uno de leucina (Leu453) en la 
subunidad . Estos residuos de aminoácido otorgan diferenciales de cargas a los sitios 
activos de ambas subunidades que cambian la especificidad de los sustratos que las 
distintas isoformas de la Hex (A, S o B) pueden metabolizar. Mientras que las isoformas 
A() y S() pueden metabolizar residuos de NacGlc y NacGal terminales tanto de 
sustratos neutros como de aquellos negativamente cargados (como por ejemplo los que 
poseen sulfatos o ácido siálico en su estructura) debido a la presencia de subunidades  
en su estructura, la isoforma B (homodímero ) sólo puede metabolizar sustratos 
neutros. Esto es debido a que el residuo de Asp452 le confiere carga negativa al sitio 
activo de la subunidad haciendo que repela el ingreso de sustratos negativamente 
cargados. La figura 9 muestra un diagrama estructural de los sitios activos encontrados 
en las subunidades y  de la HexA de humano. 
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Figura 9. Estructura cristalográfica de los sitios activos de las subunidades  (en verde) y 
 (en rosa) de la HexA de humano enlazados al inhibidor N-acetilglucosamina tiazolina. 
Las letras simbolizan los residuos de aminoácido que los componen (W: triptófano; R: arginina; 
Y: tirosina; D: aspartato; L: leucina; N: asparagina; E: glutamato; H: histidina). La posición de 
los residuos de aminoácido en el polipéptido correspondiente se indica con números. Figura 
tomada de Lemieux y col., 2006. 
 
Glucosidasas y carbohidratos en la fecundación de los anfibios 
Vo y Hedrick (2000) encontraron que los residuos N-acetil glucosamina y fucosa 
terminales de los oligosacáridos complejos de ZPC estarían involucrados en la 
interacción de los gametos en X. laevis. En Bufo japonicus residuos de N-acetil 
galactosamina y/o ácido siálico estarían involucrados en la interacción de la EV con los 
espermatozoides (Omata y Katagiri, 1996). 
En R. arenarum, las principales proteínas que componen la EV (gp120, gp75, 
gp41 y gp38) mostraron la presencia de oligosacáridos en sus estructuras (Barisone y 
col., 2003). Estudios realizados con lectinas sobre estas glucoproteínas, tanto en EC, EV 
como en EF, mostraron la presencia de residuos de N-acetil galactosamina, ácido siálico 
y/o N-acetil glucosamina en todos ellas. Interesantemente, los residuos de N-acetil 
galactosamina encontrados en gp75 se pierden durante la conversión de la EV en la EF, 
sugiriendo que su hidrólisis podría estar catalizada por el producto de los gránulos 
corticales (Barisone y col., 2003). 
Los mismos estudios fueron realizados con ovocitos o embriones enteros. En ellos 
se observó que los residuos de manosa (o glucosa), galactosa y N-acetil galactosamina 
estarían expuestos sobre su superficie. Los residuos de ácido siálico o N-acetil 
glucosamina y fucosa no fueron accesible a las lectinas en estos experimentos (Barisone 
y col., 2003). 
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La Hexosaminidasa ha sido vinculada a la fecundación también en los anfibios. 
En X. laevis, una Hex presente en los gránulos corticales de los ovocitos fue vinculada a 
la prevención de la polispermia (ver prevención de la polispermia en anfibios) (Grave y 
col., 1985; Prody y col., 1985; Vo y Hedrick, 2003). 
En R. arenarum la Hex fue la principal glucosidasa presente en el contenido 
acrosomal de los espermatozoides. Además, un pequeño porcentaje se encontró 
asociada a las membranas de los espermatozoides reaccionados (Martinez y col. 2000). 
La adición de los azúcares NacGlc o NacGal (inhibidores competitivos de la Hex) a 
concentraciones 100mM en el medio de fecundación redujo la tasa de fecundación a 
~1% en este anfibio. Resultados similares fueron encontrados cunado la Hex fue 
competida con otra Hex exógena a modo de lectina o con anticuerpos -Hex (Martínez 
y col., 2000). Estos hallazgos fuertemente sugirieren la participación de esta glucosidasa 
en la fecundación de R. arenarum. Sin embargo, la etapa de la fecundación en la que 
interviene (unión inicial de los gametos, pasaje de la cubierta vitelina o prevención de la 
polispermia), la participación de otras glucosidasas en la fecundación de este anfibio, y 
los residuos de azucares involucrados, aún se desconocen. 
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OBJETIVOS 
 
En los animales, incluyendo a los equinodermos, anfibios y mamíferos, el 
reconocimiento y la interacción entre los gametos es un paso decisivo para garantizar una 
fecundación exitosa que lleve a la generación de un nuevo individuo. De esta manera, la 
caracterización de las moléculas involucradas en estas interacciones ha sido tema de estudio 
en numerosas especies animales. Como se desprende de la introducción, en muchos de 
ellos, abarcando desde el humano hasta las ascidias, fue encontrado que las glucosidasas, 
los carbohidratos y sus interacciones juegan roles esenciales durante la fecundación, no 
sólo en la interacción entre los gametos sino, además, en el pasaje del espermatozoide a 
través de las cubiertas del ovocito como en la prevención de la polispermia. 
Las glucosidasas son encontradas en los gametos de casi todas las especies 
estudiadas. De este modo, la comunicación entre los gametos mediado por interacciones 
proteína-carbohidrato parece ser un mecanismo ampliamente distribuido en el reino animal. 
Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados en estas interacciones, como el rol 
que juegan las glucosidasas en cada uno de ellos, aún no son completamente conocidos en 
los vertebrados. 
 
En este trabajo de tesis se planteó como objetivo general la identificación y el estudio 
de glucosidasas asociadas a la fecundación de los anfibios anuros X. laevis y R. arenarum 
como un prerrequisito para ahondar en la caracterización de los mecanismos moleculares 
involucrados en la fecundación de los vertebrados. Se pondrá especial énfasis en el estudio 
de la Hex puesto que trabajos previos desarrollados en nuestro laboratorio la vinculan 
potencialmente a la fecundación R. arenarum. 
 
Se plantearon como objetivos particulares: 
- Caracterizar estructural y funcionalmente la Hex de anfibios. 
- Desarrollar anticuerpos específicos anti-Hex como paso previo a la caracterización 
inmunoquímica de la Hex de gametos de X. laevis y R. arenarum. 
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- Evaluar la presencia de la Hex y de otras glucosidasas en los gametos de estas especies y 
determinar su localización subcelular como un prerrequisito para vislumbrar su posible rol 
en la fecundación. 
- Determinar la existencia de diferentes isoformas de la Hex en los gametos de Anfibio y si 
alguna de ellas está relacionada con la fecundación. 
- Identificar glucosidasas de R. arenarum que participen en la fecundación y las etapas en la 
que estarían involucradas. 
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CAPÍTULO II: MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Reactivos 
Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) a 
menos que de otro modo se diga. Los reactivos 4-metilumbeliferil-N-acetil--D-
glucosaminida (MUG) y 4-metilumbeliferil-N-acetil--D-glucosaminida-6-sulfato 
(MUGS) fueron obtenidos de la empresa Calbiochem (San Diego, CA). Los adyuvantes 
de Freund completo e incompleto fueron adquiridos de Bio-Rad (Hercules, CA). La 
membrana de nitrocelulosa, los anticuerpos -IgG de conejo conjugados a peroxidasa y 
las placas de rayos X fueron compradas en Amersham Biosciences (Buckinghamshire, 
UK). La resina de Glutation Sepharose
TM
 4 fast flow fue adquirida de Amersham 
Biosciences (Uspalla, Suecia). Los filtros de centrífuga Centricon YM-10 fueron 
comprados a Amicon (Bedford, MA). Los anticuerpos -IgG de conejo conjugados a 
Cy3 o Alexa Fluor
R
 488 se obtuvieron de Chemicon International (Temecula, CA). La 
2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona se adquirió en Santa Cruz Biotechnology. 
 
Buffers y soluciones utilizadas 
- Buffer de fosfatos salino (PBS 1X): NaCl 137mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10mM; 
KH2PO4 1,76 mM; pH=7,4. 
- Buffer Tris Salino (TBS 1X): Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM; pH=7,5. 
- Buffer TEN: (Tris-HCl 50 mM; NaCl 200 mM; EDTA 1 mM; pH=8,0. 
- Solución de tripsina/EDTA (en PBS 1X): Tripsina 0,05% p/v; EDTA 1,25 mM. 
- Solución Ringer: NaCl 110 mM; KCl 2 mM; CaCl2: 1,4 mM. 
- Solución Ringer-Tris: solución Ringer, Tris-HCl 10 mM, pH=7,6.  
- Solución Ringer 10%: solución Ringer diluida 10 veces en H2Od suplementada con 
Tris-HCl 10mM, pH=7,6. 
- Solución de extracción de envolturas vitelinas: NaCl 110 mM; KCl 2 mM; EDTA 
10 mM; Tris-HCl 10 mM pH 7,6. 
 
Medios de cultivo para células bacterianas 
Los cultivos de E. coli fueron crecidos en medio Luria Bertani (LB): peptona de 
caseína (10 g/l), extracto de levadura (5 g/l), NaCl (10 g/l). Cuando el medio se 
necesitó en estado sólido fue adicionado agar al 1,5% p/v. 
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Animales 
Especímenes adultos de R. arenarum (~150g) fueron recolectados en las 
cercanías de las ciudades de Rosario y Laguna Paiva (Santa Fe, Argentina), entre los 
meses de marzo y noviembre. Los animales fueron mantenidos en condiciones 
saturadas de humedad a 16 °C hasta su uso. Los experimentos fueron realizados de 
acuerdo a la guía para el uso y mantenimiento de animales de laboratorio de la 
facultad de Ciencias Bioquímicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional de 
Rosario. 
Trozos ovario de una hembra adulta de X. laevis fueron obtenidos siguiendo los 
protocolos aprobados por la facultad de Ciencias de la Universidad de Chile y 
gentilmente suministrados por el Dr. Francisco Romero.  
Los ovocitos depuestos y cigotos de X. laevis fueron gentilmente suministrados 
por el Dr. Manuel Aybar (Departamento de Biología del Desarrollo - INSIBIO; 
Conicet-UNT). 
 
HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS 
- Análisis, alineamientos de secuencias, y búsquedas por homología, en bases de 
datos de libre acceso 
Las búsquedas por homología en bases de datos de secuencias de libre acceso 
(GenBank, NIBB, etc.) fueron realizadas usando los programas tblastn y blastx. Los 
alineamientos de secuencias fueron realizados usando el programa ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). El análisis de las secuencias fue realizado 
usando los programas y herramientas ofrecidas en Expasy Proteomics Server 
(http://www.expasy.org/). El análisis del índice antigénico y la traducción in silico de 
las secuencias de ADNc se realizaron con los programas Protean y EditSeq (DNAstar, 
Inc.). 
El análisis de los dominios proteicos de la Hex de X. laevis AEJ87970 fue 
realizado en la base de datos  Pfam 27.0 (http://pfam.xfam.org/). Los péptidos señal de 
anclaje al retículo endoplásmico rugoso fueron predichos con el programa SignalP 4.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). 
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- Obtención de cebadores para PCR 
Los cebadores utilizados para la secuenciación completa del ADNc XL250c11ex 
y las reacciones de PCR realizadas en esta tesis fueron diseñados con el programa 
Primer3Plus (www.bioinformatics.nl/primer3plus). 
 
- Obtención de la secuencia completa del ADNc JN127371 
El marco de lectura abierto (ORF; del inglés Open Reading Frame), codificado en 
el ADNc JN127371, fue obtenido de manera completa secuenciando el inserto del 
plásmido del clon XL250c11ex provisto por el Instituto Nacional de Biología Básica de 
Japón (NIBB) utilizando los cebadores mostrados en la siguiente tabla: 
 
Tabla III. Cebadores utilizados para obtener la secuencia completa del ORF JN127371 
Cebador Posición Secuencia 5´ 3´ pb Tm (°C) 
SP6 vector pCS2p+ 
(o pcDNA3) 
TATTTAGGTGACACTATAG 19 42,0 
Directo Interno al ADNc GCTGGAGACTTTCAGTCAAC 20 53,4 
Reverso Interno al ADNc AATTGGTTGGTTCAACTCTG 20 50,8 
T7 vector pCS2p+ 
(o pcDNA3) 
TAATACGACTCACTATAGGG 20 47,0 
 
Las secuencias obtenidas en las reacciones de secuenciación fueron analizadas y 
solapadas con la ayuda de los programas BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/ 
bioedit.html) y MEGA 5.0 (http://www.megasoftware.net/). 
Para los análisis de identidad y similitud de residuos de aminoácidos realizados 
con la Hex AEJ87970 (ORF JN127371) se utilizaron las siguientes Hex de vertebrados 
caracterizadas: subunidad  de humano: UniProt ID: P07686; subunidad  de humano 
UniProt ID: P06865; subunidad  de ratón: UniProt ID: P20060; subunidad  de ratón: 
UniProt ID: P29416; subunidad  de rata: UniProt ID: Q6AXR4; subunidad  de rata: 
UniProt ID: Q641X3; subunidad  de gato: UniProt ID: P49614; subunidad  de cerdo: 
UniProt ID: Q29548; subunidad  bovina: UniProt ID: Q0V8R6. 
 
- Obtención del gen de la Hex de X. tropicalis 
Las búsquedas de secuencias en el genoma de X. tropicalis (ensamble 
JGI4.2/xenTro3-noviembre de 2009) y los análisis genómicos fueron realizados 
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utilizando las herramientas bioinformáticas (Blat search genome, etc.) ofrecidas en 
UCSC Genome Bioinformatics (https://genome.ucsc.edu/). 
 
TÉCNICAS APLICADAS A ÁCIDOS NUCLEICOS 
- Aislamiento y purificación de ADN plasmídico 
Para la obtención de ADN plasmídico puro a partir de células bacterianas (E. coli) 
se utilizó el kit comercial Wizard plus Minipreps DNA Purification System (Promega, 
EEUU), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El ADN plasmídico 
obtenido fue resuspendido en H2Od estéril y conservado a -20 °C hasta su uso. 
 
- Electroforesis en gel de agarosa 
La separación de las moléculas de ADN se llevó a cabo por electroforesis en gel 
de agarosa. Los geles se prepararon en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40mM; EDTA 2 
mM). La concentración de agarosa utilizada varió de 0,7% a 2% p/v según el tamaño de 
las moléculas de ADN a separar. Las muestras se sembraron mezclando previamente el 
ADN con el siguiente buffer de siembra 6X: Tris-HCl 10mM pH=7,6, glicerol 50%, 
EDTA 1mM, azul de bromofenol 0,25% p/v; xileno cianol 0,25%, en proporción 6:1 
(ADN/buffer). Las corridas electroforéticas se realizaron a 35-80 mA en buffer TAE 
1X. Los geles fueron corridos con Bromuro de Etidio o GelGreen (Biotium, EEUU), 
según el caso, y visualizados empleando un transiluminador UVP M-20 (302 nm) o un 
transiluminador Safe Imager (Invitrogen, EEUU). Los geles fueron fotografiados con 
una cámara digital Olympus C-60 Zoom. 
 
- Estimación de la concentración de ácidos nucleicos 
La cuantificación de ADN se realizó por medidas espectrofométricas a 260 nm y 
se calculó la concentración según el valor leído, teniendo en cuenta que 1 unidad de 
absorbancia a 260 nm corresponde a 50 g/ml de ADN doble hebra. 
 
- Aislamiento y purificación de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa 
Para aislar fragmentos de ADN para su posterior clonado, las muestras de ADN 
provenientes de reacciones de PCR o cortes con enzimas de restricción fueron resueltas 
por electroforesis en gel de agarosa como se describió anteriormente. La zona del gel 
conteniendo el fragmento de interés se extrajo por corte con bisturí estéril y el ADN se 
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purificó con el kit QiaexII Gel Extraction (Qiagen, Alemania) siguiendo el protocolo 
desarrollado por el fabricante. 
 
- Digestión con enzimas de restricción 
Las condiciones de corte y buffers utilizados fueron las recomendadas por los 
proveedores de las endonucleasas de restricción. En términos generales, se utilizó 1 U 
de enzima por g de ADN a digerir. Los digeridos fueron verificados por electroforesis 
en gel de agarosa, estimando el tamaño de los fragmentos por comparación con 
marcadores conocidos.  
 
- Ligado de moléculas de ADN 
Las reacciones de ligación se llevaron a cabo utilizando una relación 1:3 vector 
inserto, y se realizaron en un volumen final de 20 l usando 1 U de ADN ligasa del 
bacteriófago T4 (Promega, EEUU), 2 l de buffer específico para la enzima y las 
cantidades necesarias de inserto y vector requerido en cada caso. La reacción se incubó 
1 h a 22 °C y luego 16 h a 4 °C. 
 
- Reacción de la polimerasa en cadena  
Para las reacciones de amplificación se utilizaron los termocicladores 
Mastercycler personal (Eppendorf, Alemania) y Gene Amp PCR System 2400 (Perkin 
Elmer, EEUU). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 o 50 l 
conteniendo buffer comercial 1X suplementado con la cantidad óptima de MgCl2 
requerida para cada reacción (en general la concentración utilizada fue de 2,5 mM); 0,1 
mM de cada uno de los dNTP, 20 pmol de cada cebador utilizado y 1U de ADN 
polimerasa Taq (en general Invitrogen, EEUU o Fermentas, EEUU). Los perfiles 
térmicos aplicados para las distintas reacciones realizadas variaron según el ADN molde 
y el par de cebadores utilizado. 
 
TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS DE E. COLI 
- Inducción del estado de competencia y transformación con plásmidos 
Las células a transformar fueron crecidas hasta fase estacionaria en medio LB, se 
diluyeron 1/100 en el mismo medio y se cultivaron hasta llegar a fase exponencial, 
evaluada por medida de Abs600nm hasta alcanzar una DO~0,4. El cultivo posteriormente 
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se fraccionó (1 ml de cultivo por reacción de transformación) y las células se 
cosecharon por centrifugación durante 5 min a 3.000 rpm. a 4 °C usando una centrífuga 
Universal 32R (Hettich-zentrifugen, Alemania). Posteriormente, el pellet celular se 
resuspendió en 1,5 ml de CaCl2 frío (0,1 M) y las células se centrifugaron nuevamente 5 
min a 3.000 rpm a 4 °C. Las células se resuspendieron otra vez en solución de CaCl2 
fría (100 l), se añadió una cantidad adecuada de la mezcla de ligación o plásmido de 
interés y se incubaron por 1 h en hielo. Posteriormente, las células se sometieron a 
tratamiento térmico a 42 °C por 90 segundos y fueron nuevamente incubadas en hielo 
por 2 min. Finalmente, se les agregó 0,90 ml de medio LB fresco y se incubaron 1h a 37 
°C. Alícuotas de 100 l de cada cultivo transformado fueron sembradas en placas de 
Petri conteniendo LB-agar suplementado con el antibiótico selector correspondiente en 
la concentración adecuada (en general ampicilina). En los casos que fue necesario 
chequear el plásmido clonado, éste fue secuenciado por el servicio de la Universidad de 
Maine (DNA Sequencing Facility at University of Maine). 
 
SOUTHERN BLOT 
- Obtención de ADN genómico de X. laevis 
Para la obtención de ADNg de X. laevis se utilizó una hembra adulta de X. laevis. 
El animal fue sacrificado por exposición a benzocaína por 10 min (250 mg/l) siguiendo 
los protocolos aprobados por la facultad de Ciencias. Bioquímicas y Farmacéuticas 
(UNR). 
ADNg de alta calidad fue obtenido como se describe en Sambrook y Russell 
(2001) a partir de 1 gramo de músculo de X. laevis. Brevemente, el tejido fue congelado 
en N2 (l) y homogeneizado en mortero hasta obtener un fino polvo. Seguidamente, el 
polvo fue disuelto e incubado por 1 h a 37 °C con 10ml de buffer de lisis (10mM Tris-
HCl pH=8,0; SDS 0,5%; EDTA 0,1M y ARNasa pancreática 20g/ml). El lisado fue 
luego incubado con  proteasa K (10 g/ml) por 16 h a 50 °C. Finalmente, el digerido fue 
enfriado a temperatura ambiente y el ADNg fue extraído y purificado por tratamiento 
con una mezcla de fenol, cloroformo y alcohol isoamílico (25:24:1) seguido de 
precipitación con etanol en presencia de acetato de sodio 2M. 
La integridad del ADNg obtenido fue determinada en gel de agarosa, y por 
comparación con ADNg comercial de ratón (Promega) (fig. 10). 
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Figura 10. Obtención de ADNg de X. laevis. La integridad del ADNg se determinó por 
electroforesis en gel de agarosa al 0,7% p/v teñido con SYBR green. Calle 1: Marcador de 
tamaño molecular (ADN del bacteriófago  digerido con la enzima de restricción HindIII). 
Calle 2: ADNg comercial de ratón. Calle 3: ADNg de X. laevis. 
 
- Obtención de la membrana de hibridación 
El ADNg de X. laevis fue digerido en forma separada con las enzimas de 
restricción AvaII, BstXI, EcoRI, HindIII, NcoI y PstI. Para ello se utilizaron las 
composiciones de las mezclas de reacción, buffers y temperaturas recomendados por los 
fabricantes de las enzimas. La concentración de ADNg utilizada en las mezclas de 
reacción fue 0,05 g/l. Se utilizaron 5U de enzima por g de ADNg a digerir y un 
volumen de reacción equivalente a 20 l/g ADNg. Las digestiones se realizaron por 
16h. El ADNg digerido se resolvió en gel de agarosa al 0,7% p/v (18h a 20 mA). Luego 
de la corrida electroforética los fragmentos de ADNg generados fueron transferidos por 
capilaridad a una membrana de nylon Hybond
TM
-N
+
 (Amersham) como se describe en 
Sambrook y Russell (2001). Brevemente, luego de la corrida electroforética el gel fue 
incubado en una solución conteniendo NaOH 0,5 N y 1,5 M NaCl por 45 min. 
Posteriormente, el gel fue lavado 2 veces (30 min y 15 min) con una solución 
conteniendo Tris-Cl 1M y NaCl 1,5M; pH=7,4. Todas las incubaciones y lavados fueron 
realizados con agitación constante. La membrana fue previamente hidratada en H2Od 
estéril y luego enjuagada por 5 min en buffer SSC 20X; el cual fue también utilizado 
para realizar la transferencia capilar. Luego de la transferencia (24 h) la membrana fue 
lavada en buffer SSC 6X y los fragmentos de ADNg transferidos fueron unidos 
covalentemente a la membrana por horneado a 80 °C durante 2 horas. 
Como controles de especificidad se digirió 10 g de ADNg bacteriano (Serratia 
marcescens) con la enzima de restricción BamHI (control negativo de hibridación); y se 
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linealizó una cantidad equivalente en número a la cantidad esperada de fragmentos 
conteniendo el gen de la Hex (considerando 1 copia del gen por genoma haploide de X. 
laevis) de un plásmido (pCS2p+: 4,10 kpb) conteniendo el ADNc JN127371 (1,7 kpb) 
(control de hibridación y de sensibilidad). 
 
- Obtención de la sonda de hibridación 
La sonda radioactiva (1 x 10
4
 cpm/ml) utilizada en el experimento de Southern 
blot (fig. 25; capítulo III) fue marcada con 
32
P mediante el kit Random primers DNA 
labeling system kit (Life technologies) según el protocolo suministrado por el 
fabricante. Como ADN molde se utilizó un fragmento de ADN (252 pb) 
correspondiente al primer exón del gen de la Hex de Xenopus caracterizado, que fue 
amplificado por PCR desde el ADNc JN127371 con los cebadores 
5´CGAGTCGCTGTCCTAGGGAT y 5´GCATCCTGCAGCATCACACA. 
 
- Hibridación, lavado de la membrana y detección de bandas 
La membrana fue hibridada con la sonda anteriormente descripta por 16 h a 65°C. 
Posteriormente, la membrana fue lavada a 60 °C con buffer SSC 2X conteniendo SDS 
0,1% p/v y luego a 65 °C en buffer SSC 0,1X conteniendo SDS 0,1% p/v. Finalmente, 
la membrana fue secada y las bandas de hibridación fueron evidenciadas con un escáner 
Storm
TM
 840 (Amersham Biosciences). 
 
EXPRESIÓN TRANSCIENTE DE LA HEX DE X. LAEVIS AEJ87970 EN 
CÉLULAS DE OVARIO DE HÁMSTER CHINO 
- Adecuación del ORF JN127371 para su expresión en células eucariotas 
El ORF contenido en el ADNc JN127371 fue acondicionado para su expresión en 
células eucariotas a través de su amplificación por PCR utilizando los cebadores directo 
y reverso mostrados a continuación: 
  
___________________________________________________II. Materiales y métodos 
43 
 
 
Figura 11. Cebadores directo y reverso diseñados para adecuar el ORF JN127371 para su 
expresión en células eucariotas. En cursiva se muestran las secuencias de restricción 
adicionadas en cada uno de los cebadores. Por debajo se indican las enzimas de restricción que 
las reconocen. La secuencia sombreada en gris en el cebador directo señaliza la secuencia 
Kozak que introduce el codón ATG (en negrita) en el sitio y contexto adecuado para señalizar el 
comienzo de la traducción. El resto de las secuencias hacia los extremos 3´ de ambos cebadores 
describen las secuencias de anillamiento con el ADNc JN127371. 
 
La temperatura de anillamiento utilizada para la reacción de PCR fue 65 °C. El 
fragmento resultante (ORF JN127371Met; fig. 27, capítulo. III) fue aislado del gel de 
agarosa, purificado y ligado en el vector pGEM-T Easy según los procedimientos 
detallados en el apartado técnicas aplicadas para ácidos nucleicos. El plásmido 
resultante (pGEM-Hex) fue clonado en células de E. coli DH5 siguiendo el protocolo 
descripto en el apartado Transformación de células de E. coli. El plásmido pGEM-Hex 
fue obtenido en forma pura desde los cultivos bacterianos transformados (sección 
aislamiento y purificación de ADN plasmídico) y utilizado para subclonar el ORF 
JN127371Met en el plásmido de expresión para células eucariotas pcDNA3 
(Invitrogen). Para ello se utilizaron las enzimas de restricción HindIII y XbaI. El vector 
resultante pcDNA3-Hex fue clonado en células de E. coli DH5 y obtenido en forma 
pura según los protocolos descriptos anteriormente para el plásmido pGEM-Hex. 
 
- Transfección de las células por el método de lipofectamina 
Esta técnica permite la transferencia de material genético a células animales en 
cultivo. Para los experimentos de transfección se utilizó la línea celular k1 de células de 
ovario de hámster chino (CHO-k1). Las células se crecieron en el medio MEM 
suplementado con 10% de suero fetal bovino a una densidad de 3x10
4
 células por placa 
de 35 mm de manera de alcanzar una confluencia de ~70%. Las células se cultivaron en 
estufa gaseada (5% CO2) a 37 °C durante aproximadamente 24h previo a realizar la 
transfección. Se preparó una solución conteniendo 0,75 g de ADN plásmido 
(pcDNA3-Hex o pHR-GFP) en 50 l de medio Opti-MEM sin suero (Invitrogen, 
EEUU), sobre la cual se agregó una segunda mezcla conteniendo 2l de Lipofectamine
R
 
2000 (Invitrogen, EEUU) en 50 l de medio opti-MEM sin suero. La mezcla resultante 
se incubó durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla obtenida se 
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agregó a las células a las que se les había agregado medio fresco. Se incubó durante 6 
horas, tras lo cual se agregó medio fresco. Las células se incubaron 48 h en estufa 
gaseada a 37 °C. 
 
- Obtención de los extractos celulares totales 
Las células fueron colectadas mediante la adición de tripsina (100 g/ml) en 
buffer PBS 1X seguido de centrifugación a 4.000 rpm por 15 min (4 °C). La obtención 
de los extractos celulares totales fue realizada mediante 4 ciclos de congelamiento y 
descongelamiento según se describe en Sinici y col. (2006). Brevemente, los pellet 
celulares fueron congelados a -70° C y luego resuspendidos en 200 l de buffer fosfato 
de sodio 10 mM (pH=6,0) conteniendo 5% de glicerol y un coctel de inhibidores de 
proteasa (Sigma) mediante pipeteo suave y ciclos de agitación en vórtex.  
 
TECNICAS APLICADAS A PROTEÍNAS 
- Determinación de la concentración de proteínas 
La concentración de proteínas se determinó por el método de Sedmak y Grossberg 
(Sedmak y Grossberg, 1977). Se utilizó albúmina sérica bovina (ASB) como patrón 
proteico para realizar una curva de calibración. Brevemente, volúmenes apropiados de 
la muestra proteica o ASB se mezclaron con 500 ml de reactivo de Sekmak y Grossberg 
0,06% (Coomasie Blue G250 0,06% p/v en ácido perclórico 3% p/v) y la mezcla se 
incubó durante 5 min. Posteriormente se midió la absorbancia (Abs) a 620nm y 465nm, 
y el cociente Abs620nm/Abs465nm fue relacionado a la cantidad de proteína en g. 
Alternativamente, la concentración de proteínas se determinó con el fluorómetro 
Qubit
TM 
(Invitrogen) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. 
 
- Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes        
(SDS-PAGE) 
Las muestras proteicas fueron analizadas mediante SDS-PAGE. Se utilizaron 
minigeles verticales del sistema MiniProtean III (BioRad, CA, USA) de 0,75 ó 1 
mm de espesor. La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se llevó a cabo 
según Laemmli (1970). Antes de la siembra las muestras fueron desnaturalizadas por 
calor (100 °C) durante 5 min en buffer de siembra 1X (Tris-HCl 100mM, pH=6,8; SDS 
2%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,002% p/v). Cuando la electroforesis se realizó 
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en condiciones reductoras se adicionó 2-mercaptoetanol al 5% v/v a la mezcla proteica 
previo a su tratamiento térmico. La concentración de acrilaminda:bisacrilamida 30:0,8 
fue de 5% p/v para el gel de concentración y de 10-15% p/v para el gel de separación 
dependiendo de la mezcla proteica a separar. Las corridas electroforéticas se llevaron a 
cabo en buffer de corrida 1X (Tris 25 mM pH=8,4; Glicina 192 mM, SDS 0,1% p/v) a 
temperatura ambiente y una corriente constante de 20 mA. 
Los geles de SDS-PAGE preparativos fueron preparados como se describió 
anteriormente excepto que se colocó un peine de siembra con un solo diente abarcando 
casi la totalidad del ancho del gel. Este pocillo permitió la siembra de aproximadamente 
0,8 ml de muestra. 
 
- Detección de proteínas en gel de poliacrilamida 
Una vez finalizadas las corridas electroforéticas, las proteínas fueron fijadas y 
teñidas por incubación del gel en una solución de ácido acético/etanol/agua 10:40:50 
conteniendo Coomasie Blue R-250 al 0,025% p/v. Luego de la tinción, el gel fue 
decolorado hasta la aparición de las bandas proteicas con una solución de ácido acético/ 
etanol/agua 10:40:50. 
 
- Experimentos de Western blot 
Las proteínas separadas por SDS/PAGE se electrotransfirieron a membranas 
de nitrocelulosa (Hybond, Amersham Life Sciences, CA, USA) según el procedimiento 
descripto por Towbin y col., (1979). Los geles fueron previamente equilibrados con 
solución de transferencia (metanol 20%, glicina 192 mM, Tris 25 mM) durante 10 
minutos, y luego transferidos con intensidad de corriente constante de 150 mA 
durante una hora a 4ºC. Alternativamente la transferencia se realizó por 16 h a 25mA a 
4 °C. Luego de la transferencia la membrana fue enjuagada con agua destilada y 
preincubada durante 1 hora en buffer de bloqueo: PBS 1X suplementado con 5% p/v 
de leche descremada y Tween 20 al 0,05% v/v. Para la incubación con los antisueros 
primarios (en general 1h a temperatura ambiente o alternativamente 16 h a 4 °C) se 
aplicaron los siguientes protocolos: 
- antisuero -GST/Hex con mezclas de proteínas provenientes de ovocitos de X. 
laevis, o de los extractos celulares totales de células CHO transfectadas con 
pcDNA3-Hex: dilución 1/2000 en buffer de bloqueo. 
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- antisuero -GST/Hex con mezclas de proteínas provenientes de ovocitos de R. 
arenarum: dilución 1/1000 en buffer de bloqueo. 
- Suero preinmune: dilución en buffer de bloqueo en la misma proporción que la 
utilizada para el antisuero -GST/Hex en el experimento correspondiente. 
- anticuerpos -GST purificados: dilución 1/20 en PBS 1X o buffer de bloqueo 
según corresponda.  
- anticuerpos -actina (Santa Cruz Biotechnology, CA): dilución 1/5000 en 
buffer TBS 1X suplementado con Tween 20 al 0,05%. 
 
Posteriormente, la membrana fue lavada 3 veces en buffer de bloqueo e 
incubada con anticuerpos secundarios -IgG de conejo conjugados a peroxidasa de 
rabanito (Amersham, dilución 1/5000 en buffer de bloqueo o PBS 1X) por 45 min a 
temperatura ambiente. Finalmente, la membrana fue lavada con PBS 1X y se reveló 
utilizando el reactivo para quimioluminiscencia SuperSignal
TM
 West Pico 
Chemiluminescent Substrate (Pierce, Rockford, IL) siguiendo las recomendaciones 
del proveedor. Se realizó la exposición de las membranas en placas radiográficas de 
baja (Kodak) o alta sensibilidad (Amersham) según la intensidad de la señal 
quimioluminiscente. 
Cuando fue necesario inmunodetectar actina como control de carga de siembra 
de los ensayos de Western blot las membranas fueron reutilizadas previo lavado con 
0,2 N NaOH durante 5 min (“striping”). 
 
- Electroforesis de proteínas en condiciones nativas 
Los geles nativos fueron preparados con una concentración de 
acrilamida:biscrilamida 30:0,8 del 5% p/v para el gel de concentración y del 8% p/v para 
el gel separación. En ningún caso se adicionó SDS. Las muestras proteicas fueron 
preparadas para la siembra por mezcla con buffer de siembra nativo 1X (Tris-HCl 
100mM, pH=6,8; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,002% p/v) sin someterlas a 
desnaturalización térmica. La corrida electroforética fue realizada en buffer de corrida 
nativo 1X (Tris 25 mM pH=8,4; Glicina 192 mM) con una corriente constante de 8 mA 
a 4 °C. 
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- Elución de proteínas a partir de geles nativos 
Las bandas proteicas con actividad Hex en los geles nativos fueron detectadas 
como se describe en Medidas de actividad Hex total o Hex A/S en gel nativo (página 
49). Las bandas fueron extraídas del gel mediante corte con un bisturí estéril. Las 
proteínas contenidas en ellas fueron eluídas por incubación de los fragmentos del gel en 
10 volúmenes de buffer de extracción de EV diluido al décimo suplementado con coctel 
de inhibidores de proteasas durante 16 h a 4 °C con agitación constante. El eluido 
obtenido fue posteriormente concentrado por ultrafiltración en tubos Centricon YM10 y 
guardado a -20 °C hasta su uso. 
 
OBTENCIÓN DEL ANTISUERO -GST/HEX 
- Obtención y purificación de la proteína GST/Hex a partir de cultivos de células 
de E. coli transformadas con el vector pGEX-Hex 
Un fragmento del ADNc JN127371 (~761 pb) previamente clonado en el vector 
pRSET-C (Invitrogen) fue subclonado en el plásmido pGEX-3X (GE Healthcare), como 
fusión a la proteína glutatión S-transferasa (GST), utilizando las enzimas de restricción 
BamHI (perteneciente al sitio de múltiple clonado) y EcoRI (interno a JN127371) y 
células de E. coli DH5 (Invitrogen). Las colonias transformantes fueron seleccionadas 
en placas conteniendo medio LB-agar suplementado con ampicilina 100 g/ml. Para 
obtener GST/Hex en cantidad una colonia transformante fue inoculada en 200 ml de 
medio LB líquido conteniendo ampicilina. El cultivo bacteriano fue crecido a 37 °C 
hasta una DO600nm de ~0,6. La inducción de la expresión de la proteína de fusión fue 
realizada mediante la adición de 0,1 mM IPTG. El cultivo fue posteriormente mantenido 
a 25 °C por 90 min con agitación constante y las células fueron luego colectadas por 
centrifugación a 5.000 r.p.m por 15 min a 4 °C. El pellet celular fue resuspendido en 
buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, DTT 
5mM; Tritón X-100 0,5% v/v; pH=8,0) y posteriormente sonicado sobre hielo en un 
sonicador Branson Sonifier 250 ultrasonic cell disruptor para provocar la ruptura celular 
(5 ciclos de 20 segundos de sonicado a 40% de amplitud interrumpidos por descansos 
de 60 segundos). El lisado fue centrifugado a 20.000g por 30 min (4 °C) y la proteína 
GST/Hex fue purificada en batch desde el sobrenadante (fracción celular soluble) con 
resina de glutatión Sepharose
TM
 siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. 
Brevemente, la fracción soluble del lisado celular fue incubada por 1 h con una cantidad 
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adecuada de resina de glutatión Sepharose a 4 °C manteniendo agitación suave y 
constante. Luego la resina fue lavada con buffer TEN (Tris-HCl 50 mM, NaCl 200 mM, 
EDTA 1 mM, pH=8,0) y la proteína GST/Hex fue eluida por incubación de la resina 
con un volumen adecuado de buffer TEN suplementado con glutatión reducido 10 mM. 
 
- Electroelución de GST/Hex pura 
La proteína GST/Hex purificada con resina de glutatión Sepharose fue sometida a 
SDS-PAGE preparativo (12% p/v) para su purificación a homogeneidad. Luego de la 
corrida electroforética GST/Hex fue evidenciada sin fijación previa por incubación por 
20 min a temperatura ambiente con una solución conteniendo Coomasie Blue R-250 
0,25% p/v y metanol al 10% p/v. La fracción del gel conteniendo a la proteína GST/Hex 
fue cortada con un bisturí estéril y electroeluida en un electroelutor modelo 422 (Bio 
Rad) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. La proteína electroeluida 
(GST/Hex pura) fue guardada a -20 °C hasta su uso. 
 
- Obtención de anticuerpos policlonales -GST/Hex 
Para obtener anticuerpos policlonales específicos anti-Hex se desarrolló un 
protocolo de inoculación de la proteína GST/Hex en conejo. Para ello 100 g de la 
proteína electroeluida fue emulsionada con adyuvante completo de Freund e inoculada 
en un conejo. Luego, a las 3, 8 y 14 semanas 50 g de proteína electroeluida 
emulsionada con adyuvante incompleto de Freund fue reinyectada cada vez en el mismo 
conejo. A los 10 días posteriores a cada inoculación se colectó sangre del conejo 
inmunizado. La sangre fue coagulada por incubación a 37 °C por 1 h y el coágulo fue 
retirado por centrifugación a 2.500 rpm. El suero sanguíneo conteniendo los anticuerpos 
anti-Hex (denominado antisuero -GST/Hex) fue guardado a -20 °C hasta su uso. El 
suero preinmune fue obtenido de igual modo previo a la inoculación del conejo con la 
proteína GST/Hex y fue almacenado a -20 °C hasta su uso. 
Como un control se obtuvo un antisuero -GST siguiendo el protocolo de 
inoculación anteriormente descripto pero inoculando un conejo distinto con la proteína 
GST pura. 
Para obtener anticuerpos -GST purificados, la proteína GST fue previamente 
transferida a una membrana de nitrocelulosa mediante SDS-PAGE y 
electrotransferencia. La membrana fue bloqueada con PBS 1X suplementado con leche 
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descremada al 5% p/v e incubada con el antisuero -GST. Luego de realizar lavados 
con PBS 1X, los anticuerpos -GST fueron eluidos desde los inmunocomplejos por 
exposición de la membrana a una solución conteniendo NaCl 100 mM y glicina 100 
mM y pH=3,0. El eluido conteniendo los anticuerpos -GST purificados fue 
rápidamente neutralizado con Tris-HCl 1M pH=8,0 y guardado a -20 °C hasta su uso. 
 
MEDIDAS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
- Medición espectrofotométrica de la actividad de distintas glucosidasas 
Las actividades enzimáticas de las glucosidasas evaluadas en esta tesis fueron 
medidas usando como sustrato los p-nitrofenil glucósidos correspondientes a cada una 
de ellas. El medio de reacción contenía una concentración final de p-nitrofenil glucósido 
de 3 mM y buffer citrato 10 mM pH=3,6; a menos que otro pH sea especificado. La 
reacción fue iniciada por el agregado de la enzima, incubada por 30 min a 37 °C y 
finalizada por la adición de 2 volúmenes de solución de Glicina 0,2 M a pH=10,4. Las 
actividades enzimáticas fueron lineales durante el tiempo de reacción implementado. El 
p-nitrofenol liberado fue medido espectrofotométricamente a través de su absorbancia a 
400nm. Para cada reacción se descontó la Abs400nm proveniente del control realizado sin 
la adición de enzima.  
Se definió una unidad enzimática (U) como la cantidad de enzima que cataliza la 
liberación de 1 mol de p-nitrofenol por hora en las condiciones especificadas. 
 
- Medidas de actividad Hex total o Hex A/S en gel nativo 
La actividad Hex total o Hex de tipo A y/o S en los geles de poliacrilamida 
nativos fue medida con los sustratos 4-metilumbelliferil N-acetil--D-glucosaminida 
(MUG) o 4-metilumbelliferil N-acetil--D-glucosaminida-6-sulfato (MUGS), 
respectivamente. Luego de la corrida electroforética el gel fue equilibrado a pH=4,0 con 
una solución amortiguadora de citrato/ácido cítrico 400 mM de ese pH, e incubado a 
temperatura ambiente con los sustratos MUG o MUGS a concentración 1 mM disueltos 
en el mismo buffer por 15 min. Las bandas con la actividad Hex fueron visualizadas con 
transiluminador UVP M-20 a 302 nm. 
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- Ensayos continuos de actividad Hex total o Hex A/S 
Las medidas continuas de actividad Hex total o Hex A/S fueron realizadas en un 
espectrofluorómetro Cary Eclipse (Variant; Australia) termostatizado con los sustratos 
MUG o MUGS. La concentración final de sustrato fue 1 mM. La reacción fue cursada a 
37 °C en buffer citrato/fosfato 10 mM, pH=5,0. La actividad Hex fue inferida midiendo 
la fluorescencia emitida desde la metil-umbeliferona liberada (excitación: 345nm; 
emisión: 450 nm) desde el sustrato correspondiente. 
 
- Ensayos de actividad Hex total o Hex A/S discontinuos 
La actividad Hex total o Hex A/S fue determinada con los sustratos MUG o 
MUGS. La reacción fue iniciada mediante el agregado de enzima en medio buffer 
citrato/ácido cítrico 10 mM, pH=3,6 conteniendo el sustrato MUG o MUGS a 
concentración final 1 mM.  Luego 45 min de incubación a 37 °C la reacción fue 
finalizada por el agregado de 2 volúmenes de solución de glicina 0,2 M, pH=10,4. La 
actividad Hex total o Hex A/S fue inferida midiendo la fluorescencia proveniente desde 
la metil-umbeliferona liberada (ex: 345nm; em: 450 nm) desde el sustrato 
correspondiente en un espectrofluorómetro Varinat Cary Eclipse. 
 
TÉCNICAS DE HISTOQUÍMICA 
- Experimentos de inmunohistoquímica en cortes de ovocitos de X. laevis y            
R. arenarum 
Ovocitos de ovisaco de R. arenarum desprovistos de su cubierta gelatinosa, u 
ovocitos depuestos de X. laevis desprovistos de su cubierta gelatinosa, u ovocitos 
recientemente fecundados de X. laevis desprovistos de su cubierta gelatinosa (cigotos), 
o secciones de ovario de X. laevis, según corresponda, fueron lavadas/os en PBS 1X y 
fijadas/os en paraformaldheído (4% p/v) por 4 h. Posteriormente fueron embebidos en 
parafina y cortados en secciones de 5 m de espesor que fueron coladas sobre 
portaobjetos. Para realizar las inmunodetecciones los cortes fueron hidratados y 
permeabilizados con Tritón X-100 al 0,5% v/v en TBS 1X por 30 min. Se realizaron 
lavados en TBS 1X y los cortes fueron bloqueados con una solución de albúmina sérica 
bovina al 5% p/v en TBS 1X suplementado con Tween 20  0,02% v/v y suero de 
carnero por 60 min. Seguidamente, los cortes fueron incubados con una dilución del 
antisuero primario en solución de bloqueo (-GST/Hex 1/200, suero preinmune 1/200 o 
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anticuerpos -GST purificados 1/50) por al menos 60 min. Los anticuerpos no 
adheridos fueron lavados con TBS 1X y los cortes fueron incubados con anticuerpos 
secundarios -IgG de conejo conjugados a Cy3 o Alexa fluor 488 (dilución 1/5000) 
según corresponda. Finalmente se realizaron lavados con TBS 1X y los cortes se 
montaron con solución DABCO (Sigma). 
 
- Detección de gránulos corticales con la lectina de Dolichos biflorus 
Las detecciones con la lectina de Dolichos biflorus conjugada a FITC se 
realizaron incubando los cortes bloqueados de ovario de X. laevis con la lectina (20 
g/ml) en buffer TBS 1X suplementado con CaCl2 1mM y MgCl2 1mM por 60 min. 
Como control los cortes bloqueados fueron incubados con la lectina previamente tratada 
con N-acetil-D-galactosamina 0,2 M en el mismo buffer. Luego de la incubación con la 
lectina, o la lectina prebloqueada con su azúcar hapteno, los cortes se lavaron en buffer 
TBS 1X suplementado con los mismos cationes y se montaron. 
Todos los experimentos fueron examinados por microscopía de campo claro y de 
fluorescencia utilizando un microscopio Olympus BH2 acoplado a una cámara Nikon 
Digital Sight DS-Fi1. En el caso de los cortes de ovocitos depuestos de R. arenarum se 
utilizó un microscopio Nikon Eclipse E800 acoplado a una cámara Andor Clara. 
 
OBTENCIÓN DE GAMETOS DE R. ARENARUM 
- Obtención de espermatozoides vivos 
Las suspensiones de espermatozoides fueron preparadas por dilaceración 
testicular como fuera previamente informado (Valz-Gianinet y col., 1991). 
Brevemente, testículos extirpados de un macho adulto de R. arenarum, previamente 
sacrificado por destrucción medular, fueron dilacerados en solución Ringer-Tris en 
una placa de Petri sobre hielo. Se verificó la motilidad de los espermatozoides bajo 
microscopio diluyendo una alícuota de la suspensión diez veces en agua destilada. La 
suspensión original se centrifugó a 130 g durante 10 min a 4 °C para descartar glóbulos 
rojos y restos tisulares. El sobrenadante se centrifugó nuevamente a 650 g durante 10 
min a 4 °C y el sedimento, conteniendo los espermatozoides, se resuspendió en 
Ringer-Tris frío hasta concentración final de 1x10
8
-1,4x10
8 
células/ml. La suspensión 
se conservó en hielo por un período máximo de hasta 4  h. La estructura del 
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espermatozoide no se modifica luego de 4 h de incubación en Ringer-Tris (Diaz 
Fontdevila y col. ,  1988). 
 
- Obtención de fracciones subcelulares espermáticas 
Para obtener las distintas fracciones espermáticas primero se provocó la ruptura 
del acrosoma de los espermatozoides por shock hipotónico (Raisman y col., 1980). Para 
ello los espermatozoides fueron liofilizados y luego resuspendidos en solución Ringer 
10% suplementada con EDTA 5mM y coctel de inhibidores de proteasas. Luego de 
incubar 30 min sobre hielo, la suspensión fue centrifugada a 650 g por 10 min a 4 °C 
para separar el sedimento, conteniendo los espermatozoides reaccionados, del contenido 
acrosomal soluble y las fracciones de membrana liberadas desde la cabeza del 
espermatozoide (sobrenadante). Las fracciones membranosas proveniente de la cabeza 
de los espermatozoides (membrana plasmática apical y membrana acrosomal externa) 
fueron luego separadas del contenido acrosomal soluble sedimentándolas por 
ultracentrifugación a 100.000g durante 1 h a 4 °C (Martinez y col., 2000).  
Para obtener las proteínas contenidas en las membranas de los espermatozoides 
reaccionados (membrana plasmática y/o acrosomal interna) y en la fracción 
membranosa proveniente de la cabeza de los espermatozoides (membrana plasmática 
apical y membrana acrosomal externa) los espermatozoides reaccionados y el sedimento 
de las fracciones membranosas provenientes de la cabeza del espermatozoide fueron 
exhaustivamente lavados en solución Ringer 10% suplementada con EDTA 5 mM y 
coctel de inhibidores de proteasas; y luego incubadas con un buffer conteniendo NaCl y 
Tritón X-100 (Tris-HCl 20mM, NaCl 0,4M; Glicerol 15%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, 
Tritón X-100 1,5%, pH=7,6) durante 1 h sobre hielo con agitación suave y constante. 
Las extracciones fueron centrifugadas a 14.000 rpm por 30 min a 4 °C y los 
sobrenadantes conteniendo las proteínas extraídas de las membranas correspondientes 
fueron almacenados a -20 °C hasta su uso; al igual que el contenido acrosomal soluble. 
 
- Obtención de extracto crudo de espermatozoides 
Los espermatozoides fueron obtenidos por dilaceración testicular como se indicó 
anteriormente. Luego de la centrifugación a 650 g por 10 min (4 °C) en solución 
Ringer-Tris el sobrenadante fue descartado y el pellet con los espermatozoides 
sedimentados fue liofilizado. Los espermatozoides liofilizados fueron luego 
resuspendidos en el buffer utilizado para extraer las proteínas de las membranas de los 
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espermatozoides reaccionados y de la fracción de membrana provenientes de la cabeza 
de los espermatozoides (Tris-HCl 20mM, NaCl 0,4M; Glicerol 15%, DTT 1 mM, 
PMSF 1 mM, Tritón X-100 1,5%, pH=7,6). La suspensión fue incubada sobre hielo con 
agitación suave y constante por 1 h, período durante el cual fue agitada cada 10 min con 
10 segundos de vórtex. Finalmente, la suspensión fue centrifugada a 14.000 rpm por 30 
minutos a 4 °C y el sobrenadante (extracto crudo de espermatozoides) fue almacenado a 
-20 °C hasta su uso. 
 
- Obtención de ovocitos 
Especímenes hembra fueron mantenidos a 20-22ºC en condiciones adecuadas de 
humedad durante 2  días antes de la estimulación por inyección del homogenado de 
una hipófisis homóloga en el saco linfático dorsal (Houssay y col. ,  1929). Luego de 
10-12 horas los animales fueron sacrificados por destrucción medular y los ovocitos 
recogidos de ambos ovisacos (Barisone y col., 2002). 
 
- Obtención de los factores difusibles de la cubierta gelatinosa (EW) 
Los factores difusibles de la cubierta gelatinosa fueron obtenidos como se 
describió previamente (Diaz Fontdevila y col., 1991). Brevemente, las tiras de 
ovocitos obtenidas de ovisacos se incubaron tres veces, durante 20 minutos cada vez, 
con agua destilada (peso equivalente de agua y ovocitos), con agitación ocasional a 
20-22 °C. Las fracciones conteniendo los factores que difundieron al agua fueron 
juntadas y guardadas a -20 ºC (llamado EW: del inglés Egg Water). La concentración 
de proteínas en EW fue aproximadamente de 0.3 mg/ml (Arranz y Cabada, 2000). 
 
- Obtención de ovocitos sin cubierta gelatinosa 
La tiras de ovocitos fueron desprovistas de la cubierta gelatinosa mediante 
tratamiento químico con un agente reductor (Barisone y col., 2003). En resumen, 
luego de las incubaciones para la obtención de EW (ver Obtención de los factores 
difusibles de la cubierta gelatinosa), las tiras de ovocitos fueron incubadas con 
agitación ocasional en solución Ringer-Tris pH 8 conteniendo 2-mercaptoetanol 0,26% 
v/v hasta disolución de la cubierta gelatinosa. Las células fueron luego lavadas 
exhaustivamente en solución de extracción de EV. 
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- Obtención de extracto crudo de ovocitos 
Los ovocitos de R. arenarum o X. laevis, según corresponda, desprovistos de su 
cubierta gelatinosa fueron homogeneizados sobre hielo en Potter-Elvehjem (Thomas 
Scientific, Swedesboro, NJ, USA) en solución fría de extracción de EV 2X 
suplementada en el momento con PMSF 1 mM y DTT 0,050 mM. Se agregó 1 ml de 
esta solución por cada mililitro de ovocitos procesados. El extracto crudo de ovocitos 
(sobrenadante) fue obtenido luego de la centrifugación del homogenado a 10.000 rpm 
por 1 h a 4 °C con la finalidad de eliminar por sedimentación los gránulos de 
pigmento, EVs, y material no roto. 
 
- Obtención de producto de gránulos corticales 
El producto de gránulos corticales (PGC) fue obtenido desde ovocitos 
desprovistos de su cubierta gelatinosa como se describió en Barisone y col. (2003). 
Brevemente, la activación de los ovocitos fue inducida por incubación durante 30 min 
con 2 volúmenes de solución Ringer-Tris suplementada con ionóforo de calcio A-
23187 (Sigma) 1 M en agitación suave. Este reactivo facilita el ingreso de Ca
++
 al 
interior del ovocito gatillando, entre un conjunto de eventos conocidos como 
“activación” del ovocito, la reacción cortical. Una vez ocurrida, la reacción cortical 
libera el contenido de los gránulos corticales al espacio periplásmico, desde donde 
difunde a través de la EV al medio circundante. La activación de los ovocitos fue 
verificada con la ayuda de una lupa estereoscópica siguiendo el cambio consecuente que 
ocurre en su forma (fig. 12). Los ovocitos activados fueron luego decantados por 
gravedad y el sobrenadante conteniendo el exudado de los gránulos corticales fue 
colectado, centrifugado (40.000g; 30min; 4 °C) y finalmente concentrado por 
ultrafiltración en tubos Centricon YM-10. El concentrado fue denominado PGC y fue 
almacenado a -20 °C hasta su uso. 
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Figura 12. Activación de ovocitos de R. arenarum con ionóforo de calcio. A- Ovocitos 
maduros inactivos de R. arenarum desprovistos de su cubierta gelatinosa. En la fotografía se 
observa su aspecto abollado. B- Los ovocitos luego de media hora de incubación en buffer 
Ringer-Tris suplementado con ionóforo de calcio 1 M. Se observa el aspecto redondeado y con 
la EV engrosada característico de los ovocitos activados. Las imágenes fueron tomadas con una 
lupa estereoscópica Olympus MVX10. 
 
- Obtención de envolturas vitelinas aisladas 
La EV aislada para los ensayos de unión de espermatozoides fue obtenida a 
partir de ovocitos desprovistos de cubierta gelatinosa. Los mismos fueron lavados 
exhaustivamente en solución de lavado de EV a 4 ºC y homogeneizados en Potter-
Elvehjem (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA) en la misma solución. Las 
envolturas se aislaron por filtración del homogenado a través de una malla metálica 
de doble hoja  (poro de 30 μm) y fueron  extensivamente lavadas con la solución 
antes indicada (Valz-Gianinet y col., 1991). Todos los procedimientos se llevaron a 
cabo a 4 ºC. Las EV aisladas fueron almacenadas a -20 °C en solución de extracción 
de EV conteniendo glicerol al 50% v/v. 
 
ENSAYOS BIOLÓGICOS 
- Experimentos de fecundación in vitro 
Las fecundaciones in vitro fueron llevadas a cabo a temperatura ambiente (20-
25ºC) con ovocitos libres de cubierta gelatinosa (~50 ovocitos por réplica). Las 
inseminaciones fueron realizadas con 1 x 10
5 espermatozoides/ml en medio Ringer 
10%. El medio de fecundación fue suplementado con EW 50% y el reactivo a evaluar 
(2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona, D-manosa o L-fucosa) en la 
concentración deseada. Luego de adicionados los espermatozoides se dejaron transcurrir 
20 min y los ovocitos/embriones fueron transferidos a medio fresco Ringer 10%. El 
porcentaje de ovocitos fecundados fue determinado contando bajo lupa estereoscópica 
(Olympus SZH) el número de embriones en estadios de dos o cuatro células y por 
comparación con el experimento control (realizado en Ringer 10% y EW 50%). Los 
B-A-
500 m
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análisis estadísticos utilizados para comparar los tratamientos, la significancia (p) y el 
número de repeticiones realizadas fueron incluidos en las leyendas de las figuras. 
 
- Ensayos de unión de espermatozoides a envolturas vitelinas aisladas 
Lotes de ~50 envolturas vitelinas (EVs) aisladas fueron incubadas a temperatura 
ambiente (20-25 °C) con una suspensión de espermatozoides (1 x 10
6
 - 5 x 10
6
 
células/ml) durante 10 minutos en medio hipotónico: Ringer 10% (control) o Ringer 
10% suplementado con el reactivo a evaluar (2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-
lactona o L-fucosa o D-glucosa o D-manosa o N-acetil- D glucosamina o N-acetil- D 
galactosamina) en la concentración indicada en las figuras correspondientes. Las EV 
fueron posteriormente lavadas por caída gravitacional a través de una columna líquida 
de solución Ringer-Tris, y los espermatozoides no unidos y aquellos débilmente 
adheridos a las EVs fueron eliminados por aspiración del medio líquido hasta dejar un 
volumen mínimo conteniendo las EVs lavadas con los espermatozoides firmemente 
unidos a ellas. Durante los lavados por caída gravitacional, la concavidad de las EV 
hace que expongan su cara externa al medio fluido y como consecuencia los 
espermatozoides débilmente adheridos a ellas son arrancados por la corriente líquida. 
Los espermatozoides no unidos a las EVs y aquellos lavados caen a menor velocidad 
que las EVs por la columna líquida y entonces pueden ser fácilmente retirados por 
aspiración de la parte superior del fluido. Finalmente, las uniones estables 
espermatozoide-EV, como fue establecido que ocurre durante la unión primaria de los 
espermatozoides con la EV o la ZP (Darío Krapf, trabajo de tesis; Omata y col., 1996; 
Zitta y col., 2004), fueron fijados por la adición de formaldehído al 3,7% v/v. 
Alternativamente, los núcleos de los espermatozoides fueron teñidos por incubación 
durante 5 min con Hoechst 33258 200g/ml (Sigma). Las EV fueron nuevamente 
lavadas por caída gravitacional y aspiración de la columna líquida y finalmente fueron 
montadas en portaobjetos utilizando una lupa Olympus SZH. Los espermatozoides 
adheridos a las EV fueron contados por microscopía de campo claro o de fluorescencia 
utilizando un microscopio Olympus BH2 acoplado a una cámara Nikon Digital Sight 
DS-Fi1. Experimentos similares fueron realizados para estudiar la unión de 
espermatozoides a ovocitos enteros de X. laevis (Tian y col., 1997). 
Para obtener EVs aisladas tratadas con Hex pura las EVs fueron primeramente 
equilibradas a pH=5,0 por ciclos de resuspensión y sedimentación (500g y 4 °C) en 
buffer fosfato/citrato 10 mM. Luego, las EVs fueron tratadas con 2 U/ml de Hex de 
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Canavalia ensiformis (jack bean; Sigma) por los tiempos indicados en la figura 62 
(capítulo VI) con agitación circular constante. Finalmente, las EVs fueron lavadas por 
caída gravitacional en columna líquida de Tris 10 mM (pH=7,6) seguido de aspiración y 
utilizadas para los experimentos de unión. Como control se utilizaron EVs que no 
fueron sometidas al tratamiento con Hex. 
Los análisis estadísticos utilizados para comparar los tratamientos, la 
significancia (p) y el número de repeticiones realizadas fueron incluidos en las leyendas 
de las figuras. 
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CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA Y MOLECULAR DE LA 
HEXOSAMINIDASA DE ANFIBIOS 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Como se describió en la introducción, las glucosidasas, los carbohidratos y sus 
interacciones han sido relacionados con el proceso de fecundación en los anfibios. 
 
En Xenopus laevis residuos de N-acetil glucosamina y de fucosa de la EV fueron 
vinculados a la interacción entre gametos (Vo y Hedrick, 2000). En Bufo japonicus 
residuos de N-acetil galactosamina (NacGal) y/o de ácido siálico estarían involucrados 
en la interacción de la EV con los espermatozoides (Omata y Katagiri, 1996). Estudios 
previos de nuestro laboratorio sugieren que, en Rhinella arenarum, residuos de NacGal 
y/o de manosa podrían estar involucrados en la fecundación (del Pino y Cabada, 1987; 
Barisone y col., 2003; Krapf, trabajo de tesis).  
 
Entre las glucosidasas, la Hexosaminidasa (Hex) ha sido vinculada al proceso de 
fecundación tanto en X. laevis como en R. arenarum. En X. laevis, una Hex presente en 
los gránulos corticales es liberada al exterior celular luego de la fecundación, durante la 
reacción cortical, participando en el bloqueo de la polispermia (Grave y col., 1985; 
Prody y col., 1985; Vo y Hedrick, 2003). En R. arenarum la Hex fue encontrada tanto 
en la matriz acrosomal de los espermatozoides intactos como asociada a las membranas 
de los espermatozoides reaccionados. La Hex de espermatozoide de R. arenarum, 
además, fue capaz de interaccionar a modo de lectina con EV homóloga solubilizada. 
En ensayos de fecundación in vitro, la competencia de la Hex con sus azúcares sustrato 
N-acetil glucosamina o N-acetil galactosamina, o con una Hex heteróloga pura 
(Canavalia ensiformis), redujo significativamente la tasa de fecundación (Martínez y 
col., 2000). 
 
En términos generales, estos estudios sugieren la participación de la Hex en la 
fecundación de los anfibios. Sin embargo, aún no se conoce la estructura molecular de 
la Hex en ellos, su actividad sobre sustratos neutros o cargados, ni se ha precisado en   
R. arenarum la etapa de la fecundación en la que participa (interacción inicial entre los 
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gametos, avance del espermatozoide reaccionado a través de la EV y/o prevención de la 
polispermia). 
 
En la primera etapa de este trabajo de tesis se pretende identificar secuencias de 
ARNm (ADNc) que codifiquen Hexs de Xenopus, para avanzar en la caracterización 
molecular y bioquímica de la Hex de anfibios. 
 
 
RESULTADOS 
 
A- OBTENCIÓN DE LA SECUENCIA POLIPEPTÍDICA DE LA HEX DE 
ANFIBIOS 
A1- Identificación del ADNc codificante para la Hex de X. laevis por similitud de 
secuencias 
Con el objetivo de ahondar en la estructura y función de la Hex de anfibios nos 
propusimos como primer objetivo identificar en bases de datos de secuencias de 
anfibios, de libre acceso, transcriptos que codifiquen para putativas Hexs, deducir su 
secuencia polipeptídica y su estructura génica, y realizar la caracterización molecular y 
bioquímica de las mismas.  
Considerando que no existen proyectos de secuenciación en R. arenarum, y 
teniendo en cuenta que X. laevis es un modelo anfibio ampliamente difundido entre la 
comunidad científica internacional para estudios de fecundación y desarrollo 
embrionario, del cual existe una gran cantidad de secuencias nucleotídicas disponibles a 
través de bases de datos de libre acceso (GenBank), decidimos comenzar con la 
caracterización molecular de la Hex de X. laevis. 
Para lograr este objetivo se alinearon las secuencias polipeptídicas de varias 
subunidades ( y ) de Hexs de vertebrados caracterizadas (humano, bovino, ratón, rata 
y gato) y se seleccionaron tres pequeños péptidos, pertenecientes a la regiones N-
terminal, central y C-terminal, conservados en todas ellas (fig. 13). Estos péptidos 
fueron luego utilizados como sondas para identificar in silico secuencias de ESTs de X. 
laevis que los codificasen en alguno de sus seis marcos de lectura posibles (GenBank; 
tblastn). 
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Figura 13. Alineamiento de subunidades  y  de distintas Hexs de vertebrados. Los 
asteriscos indican los residuos de aminoácido conservados en todas las secuencias alineadas. 
Sombreados en rosa, y transcriptos por debajo del alineamiento, se destacan los péptidos 
seleccionados para realizar la búsqueda de secuencias de ESTs codificantes para putativas 
polipéptidos correspondientes a Hexs de X. laevis. Subunidad  de humano: UniProt ID 
P06865; subunidad  bovina: UniProt ID Q0V8R6; subunidad  de ratón: UniProt ID P29416; 
subunidad  de rata: UniProt ID Q641X3; subunidad  de ratón: UniProt ID P20060; subunidad 
 de rata: UniProt ID Q6AXR4; subunidad  de humano: UniProt ID P07686; subunidad  de 
gato: UniProt ID P49614. 
 
Los ESTs identificados fueron traducidos in silico y los polipéptidos resultantes 
fueron comparados por similitud con la secuencia polipeptídica de Hexs de vertebrados 
caracterizadas (dato no mostrado) para determinar cuáles codificaban para putativas 
Hexs. Los polipéptidos codificados en la secuencia directa y reversa de los ESTs 
presentes en los clones XL250c11ex y XL163o21 anotados en la base de datos del 
Instituto Nacional de Biología Básica de Japón (NIBB) mostraron homología con estas 
Hexs y fueron seleccionados como codificantes para putativas Hex de X. laevis. A modo 
de ejemplo, se muestra el alineamiento de estos polipéptidos con la secuencia 
polipeptídica de la subunidad  que constituye las isoformas Hexs A y B de humano 
(fig. 14). 
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Figura 14. Alineamiento de la subunidad  constituyente de las isoformas Hexs A y B de 
humano y de los polipéptidos codificados en los ESTs de los clones XL250c11ex y 
XL163o21 del NIBB de Japón. Los asteriscos indican los residuos de aminoácido conservados 
en las tres secuencias alineadas. f y r indican si los polipéptidos alineados fueron obtenidos a 
partir de la traducción in silico de la secuencia directa (f) o reversa (r) de los ESTs. 
 
El análisis de este alineamiento muestra que los fragmentos polipeptídicos 
codificados en las secuencias directas de ambos EST poseen un porcentaje de identidad 
en sus aminoácidos del 47% con el fragmento correspondiente en la subunidad  de 
humano, mientras que los codificados en las secuencias reversas presentan un 64% de 
identidad. Además, el alineamiento muestra que las secuencias directas y reversas 
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provistas por el NIBB para ambos ESTs codifican tanto el extremo N-terminal como   
C-terminal de una putativa Hex de X. laevis, permitiendo predecir que contienen la 
secuencia de su ORF completa. 
EL plásmido conteniendo en el clon XL250c11ex (pXL250c11ex de aquí en 
adelante) fue solicitado al NIBB de Japón y se utilizó para transformar células de E. coli 
DH5 para su preservación en nuestro laboratorio.  
 
A2- Obtención del marco de lectura abierto completo de la Hex de X. laevis 
Para obtener la secuencia del ORF completo codificante para la putativa Hex de 
X. laevis identificada se secuenció la totalidad del inserto contenido en el plásmido 
pXL250c11ex. Para ello se utilizaron dos cebadores internos complementarios a las 
secuencias directa y reversa provista por el NIBB para el inserto de pXL250c11ex, y 
dos cebadores externos provistos en el plásmido de clonado (tabla III; materiales y 
métodos). Las secuencias parciales obtenidas (~700pb cada una) fueron analizadas y 
solapadas in silico con la ayuda de los programas BioEdit y Mega 5.0. Como resultado 
se obtuvo la secuencia completa del EST contenido en el plásmido pXL250c11ex (1956 
nucleótidos (nt)), que fue publicada para su libre acceso en la base de datos GenBank 
con número de acceso JN127371. El análisis del EST JN127371 mostró un ORF de 
1669 nt codificante para un polipéptido de 556 residuos de aminoácido (fig. 15). 
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  A  R  G  A  L  R  R  V  A  V  L  G  I  L  S  L  S  F  Y  L  S   21 
GGCACGAGGGGCTCTGCGGCGAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTTATCTGTCC    64 
 
 P  S  L  C  L  R  S  H  S  H  G  E  L  L  D  A  E  T  Q  L  T    42 
CCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGGGAGCTGCTGGATGCGGAGACGCAATTGACTG   128 
 
V  A  E  D  S  P  Y  G  S  L  W  P  L  P  Q  T  V  T  F  S  A  D  64 
TAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCTGTGGCCGCTGCCTCAAACAGTGACTTTCTCTGCCGA   192 
 
  T  F  R  I  P  P  S  A  F  S  I  V  H  G  S  G  S  T  V  G  A   85 
TACTTTCCGCATCCCGCCGTCCGCCTTCAGCATTGTGCATGGCTCGGGCTCCACAGTGGGCGCT   256 
 
 S  C  V  M  L  Q  D  A  F  R  R  Y  Y  D  Y  I  F  G  Y  S  K   106 
TCCTGTGTGATGCTGCAGGATGCCTTCCGCAGGTATTACGATTACATATTTGGCTATTCCAAAT   320 
 
W  K  H  L  S  K  K  P  S  D  A  G  Q  L  L  Q  L  Q  V  I  I  L 128 
GGAAACATTTGTCTAAAAAGCCCTCTGATGCTGGCCAGTTGCTGCAGCTTCAGGTTATAATTCT   384 
 
  S  Q  D  H  E  C  H  Q  Y  P  T  V  K  S  D  E  S  Y  E  L  S  149 
TTCTCAGGATCATGAATGCCATCAGTATCCCACTGTTAAATCAGATGAATCATATGAACTGAGT   448 
 
 V  G  E  N  V  A  V  L  K  A  K  Q  V  W  G  A  L  R  G  L  E   170 
GTTGGAGAGAATGTCGCTGTCCTGAAAGCAAAGCAAGTTTGGGGCGCTCTCAGAGGGCTGGAGA   512 
 
T  F  S  Q  L  I  Y  E  D  S  F  G  A  F  L  I  N  K  T  H  I  E 192 
CTTTCAGTCAACTCATCTATGAAGACAGTTTTGGAGCTTTTCTGATCAACAAGACTCATATAGA   576 
 
  D  S  P  R  F  A  H  R  G  V  L  L  D  T  S  R  H  Y  L  P  L  213 
GGATTCCCCAAGGTTTGCACACAGAGGAGTTCTACTGGACACTTCCAGGCATTACCTGCCGCTC   640 
 
 K  T  I  F  L  N  L  D  A  M  A  F  N  K  F  N  V  F  H  W  H   234 
AAAACCATTTTTCTGAACTTGGACGCAATGGCGTTTAACAAGTTTAATGTGTTTCACTGGCATA   704 
 
I  V  D  D  P  S  F  P  Y  Q  S  V  T  F  P  D  L  S  D  K  G  S 256 
TTGTTGATGATCCATCTTTCCCCTACCAGAGTGTTACTTTTCCTGATCTAAGTGACAAGGGTTC   768 
 
  Y  H  P  Y  T  H  V  Y  T  P  I  D  V  R  M  V  I  E  F  A  R  277 
TTATCACCCATACACACACGTTTATACCCCCATTGATGTCCGGATGGTGATTGAATTTGCTAGA   832 
 
 M  R  G  I  R  V  V  P  E  F  D  S  P  G  H  T  D  S  W  G  K   298 
ATGAGAGGAATTCGTGTTGTACCAGAGTTTGATTCACCGGGACATACGGATTCTTGGGGTAAAG   896 
 
G  Q  Q  N  L  L  T  P  C  F  N  K  E  K  L  T  G  T  F  G  P  V 320 
GGCAACAAAATCTTTTAACTCCTTGCTTCAACAAAGAAAAGCTGACCGGTACATTTGGCCCTGT   960 
 
  N  P  I  L  N  D  T  Y  N  F  M  Y  T  F  F  Q  E  V  S  K  V  341 
CAATCCCATCCTAAATGATACTTACAATTTCATGTACACGTTTTTTCAAGAAGTCAGCAAAGTT  1024 
 
 F  P  D  Q  Y  I  H  L  G  G  D  E  V  D  F  S  C  W  R  S  N   362 
TTCCCTGATCAATACATCCACTTAGGAGGGGATGAAGTAGACTTTTCTTGCTGGAGATCAAATC  1088 
 
P  D  V  T  K  F  M  T  D  R  G  F  G  T  D  Y  C  K  L  E  S  Y 384 
CGGATGTTACCAAATTTATGACTGACCGTGGCTTTGGCACAGACTACTGCAAGCTAGAATCATA  1152 
 
  Y  I  Q  Q  I  L  G  I  V  S  S  L  K  K  G  Y  M  V  W  Q  E  405 
TTACATCCAGCAAATCTTGGGCATAGTCTCATCTCTTAAGAAGGGCTACATGGTCTGGCAGGAG  1216 
 
 V  F  D  N  N  V  K  L  N  P  D  T  I  I  E  V  W  K  E  K  L   426 
GTCTTTGATAACAATGTAAAGTTGAATCCAGACACCATAATTGAAGTGTGGAAGGAGAAGCTGT  1280 
 
Y  Q  E  E  M  A  A  V  T  A  A  G  F  Q  A  L  L  S  S  P  W  Y 448 
ATCAAGAGGAAATGGCAGCTGTTACAGCTGCCGGCTTCCAAGCCCTTCTTTCCTCTCCTTGGTA  1344 
 
  L  N  R  I  S  Y  G  Q  D  W  I  Q  V  Y  R  V  E  P  T  N  F  469 
TCTAAATCGCATCTCATATGGTCAGGACTGGATCCAGGTCTACAGAGTTGAACCAACCAATTTT  1408 
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 N  G  T  A  Q  Q  K  Q  L  V  I  G  G  E  A  C  L  W  G  E  F   490 
AATGGAACTGCCCAACAGAAGCAGCTTGTGATTGGAGGGGAAGCCTGTTTGTGGGGTGAATTTG  1472 
 
V  D  A  T  N  L  T  P  R  L  W  P  R  A  S  A  V  A  E  R  L  W 512 
TGGACGCCACCAATCTTACTCCAAGACTATGGCCTCGAGCGAGTGCTGTAGCTGAAAGATTATG  1536 
 
  S  S  Q  S  V  T  S  V  G  D  A  Y  N  R  L  V  K  H  R  C  R  533 
GAGCAGCCAGAGTGTGACGTCGGTGGGAGATGCTTACAATCGGCTTGTGAAACATCGCTGCCGC  1600 
 
 M  V  R  R  G  I  A  A  E  P  L  Y  V  G  Y  C  D  H  E  L  D   554 
ATGGTCAGGCGCGGAATAGCAGCTGAGCCTTTATACGTGGGCTACTGTGACCATGAGCTGGATG  1664 
 
V  .                                                             555 
TCTGAATTGGTCACATGACACTGCAATTCTTGCACCAATCAGCAAGGGAGCAGCTGTGGGATGT  1728 
AGAGGGCCAAACAATGCACTGAATTCTTTTCCTGATCATATTGTTAAGGAGGTGTGTCTCCAAG  1792 
CTGCAGCCTTTCATGGTGGCATTGCCTTTGCCAGAGTCCCATGTCAGCTGATGAGCCACGTTTG  1856 
GTGCCCTTGTGCACATTTTTTTTTTTTCAAATAAATCATGATCTACATAGAGCGATATTTACAT  1920 
AATAAAATTCTCTATTTAAAATAAAAAAAAAAAAAA                              1956 
 
Figura 15. Secuencia de la putativa Hex de X. laevis (GenBank ID: JN127371) 
correspondiente al clon XL250c11ex (NIBB, Japón). Por encima de la secuencia nucleotídica 
se muestra la traducción in silico del ORF encontrado. 
 
A3- Obtención del codón AUG que señaliza el inicio de la traducción de la putativa 
Hex de X. laevis 
El polipéptido codificado en el ADNc JN127371 no muestra en su extremo amino 
terminal un residuo de metionina (M o Met) que indique el comienzo de la traducción, 
como en la mayoría de los polipéptidos eucariotas caracterizados. Ello podría deberse a 
errores producidos en alguna de las etapas enzimáticas necesarias para la obtención del 
ADNc a partir de ARNm o a errores en la interpretación de los cromatogramas 
obtenidos en las reacciones de secuenciación. El análisis del cromatograma de 
secuenciación correspondiente al extremo N-terminal del polipéptido codificado en el 
ADNc JN127371 no mostró indeterminaciones (dato no mostrado). De este modo, para 
descartar posibles errores ocurridos durante la obtención y clonado del ADNc 
JN127371 en el plásmido pXL250c11ex se buscaron otros ESTs de X. laevis que 
codificasen para el fragmento N-terminal de la putativa Hex identificada. Nueve ESTs 
con estas características fueron encontrados en bases de datos de libre acceso (NIBB; 
GenBank). Estos ESTs fueron luego alineados para analizar la identidad entre sus 
secuencias (fig. 16). 
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Figura 16. Alineamiento de distintos ESTs de X. laevis codificantes para el extremo          
N-terminal de la putativa Hex codificada en el ADNc JN127371. Los ESTs alineados son 
identificados por su número de acceso. Los asteriscos indican los nucleótidos conservados en 
todas las secuencias alineadas. Por encima de las secuencias nucleotídicas se muestra su 
traducción in silico (igual para todos ellas) para facilitar la comparación con la figura 15. En 
negrita y sombreado en gris se resalta el codón ATG que señalizaría el inicio de la traducción. 
Por razones de espacio sólo se muestra el alineamiento de la región 5´de las secuencias de los 
ESTs. 
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El análisis de este alineamiento muestra que el ADNc JN127371 posee su región 
5´ UTR incompleta y que carece de los dos nucleótidos iniciales (AT) que componen el 
codón ATG que codificaría para la Met que señaliza el inicio de la traducción de la 
putativa Hex de X. laevis identificada. 
 
B- CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE POLIPÉPTIDOS CON 
IDENTIDAD HEX EN XENOPUS 
B1- Asignación de identidad Hex por métodos bioinformáticos 
La asignación de identidad al polipéptido codificado en el ADNc JN127371 se 
llevó a cabo en una primera instancia mediante estudios bioinformáticos. 
Como mencionamos en el apartado anterior, el ADNc JN127371 presentó un ORF 
(1662 nt) que codifica un polipéptido de 553 residuos de aminoácido (teniendo en 
cuenta la asignación in silico de la Met que señalizaría el inicio de la traducción). El 
análisis bioinformático de este polipéptido mostró que tiene tres regiones principales: 
una región N-terminal de 23 residuos de aminoácidos, predicha como péptido señal de 
anclaje al retículo endoplásmico, con un sitio potencial de ruptura proteolítica entre los 
residuos de Cys23 y de Leu24 (fig.17); un dominio -acetil hexosaminidasa-like 
comprendido entre los residuos de aminoácido 50 y 173; y un dominio catalítico 
comprendido entre los residuos de aminoácido 195 y 513. Los dominios -acetil 
hexosaminidasa-like y catalítico son comunes a todos los miembros de la familia 20 de 
las glucósido hidrolasas a la cual pertenecen las Hexs.  
El análisis comparativo entre esta secuencia polipeptídica y las de las 
extensivamente caracterizadas subunidades  y  que componen las Hexs de humano 
mostró que al menos el 56% de los residuos de aminoácido son idénticos, y el 71% de 
los residuos son similares, en todas ellas. El 54% de los residuos de aminoácido resultó 
idéntico cuando se la comparó con la Hex de Phallusia mammillata, un animal 
filogenéticamente distante de X. laevis (Koyanagi y Honegger, 2003) (tabla IV). 
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Tabla IV. Similitud de la putativa Hex de X. laevis con otras Hex caracterizadas. 
                    Organismo                          % de identidad                       % de similitud 
subunidad  de humano (P07686)          62 (318/507)                          78 (397/507) 
subunidad  de humano (P06865)          56 (289/510)                          71 (365/510) 
Hex de P. mammillata (Q7YTB2)          54 (281/529)                          70 (369/529) 
 
Los porcentajes de identidad y similitud aminoacídica encontrados con otras Hexs 
de vertebrados caracterizadas (subunidad  y  de ratón; subunidad  y  de rata; 
subunidad de gato; subunidad  de cerdo; subunidad  bovina) fueron similares a los 
encontrados en la comparación con las subunidades que constituyen las Hexs de 
humano (datos no mostrados). 
En la figura 17 se muestra el alineamiento del polipéptido deducido para la 
putativa Hex de X. laevis identificada (ADNc JN127371) con los precursores de las 
subunidades  y  que componen las Hexs de humano y con la Hex deducida de P. 
mammillata (Koyanagi y Honegger, 2003). 
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Figura 17. Alineamiento múltiple del polipéptido codificado en el ADNc JN127371 de       
X. laevis y otras Hexs caracterizadas. Los asteriscos indican los residuos de aminoácido 
conservados en todas las secuencias alineadas. Los péptidos señal de anclaje al retículo 
endoplasmático se muestran subrayados. En las secuencias de humano se indica el comienzo de 
los pro-péptidos y de las subunidades maduras. Las flechas rojas señalan los residuos de 
aminoácido que componen el sitio activo de las subunidades  y  que constituyen las distintas 
isoformas de la Hex de humano. Las flechas grises del mismo tono indican los residuos de 
cisteína unidos por enlace disulfuro en las subunidades maduras de humano. El recuadro 1 
muestra una región peptídica altamente conservada en la región N-terminal de las Hexs. El 
recuadro 2 muestra los dos residuos de aminoácido que varían entre los sitios activos de las 
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subunidades  (NR) y  (DL) de humano. Los sitios de N-glucosilación (humano) o potenciales 
de N-glucosilación (X. laevis y P. mammillata) se muestran sombreados en amarillo. La región 
polipeptídica utilizada para obtener los anticuerpos -GST/Hex (capítulo IV) se muestra 
sombreada en rosa. 
 
Como fue mencionado anteriormente, y referido en la tabla IV, en el alineamiento 
se puede observar la similitud existente entre las secuencias polipeptídicas de las 
subunidades constituyentes de las Hexs de humano, la Hex deducida de P. mammillata 
y el polipéptido codificado en el ADNc JN127371. Este alineamiento también permite 
deducir que la región N-terminal es la región más variable de las Hexs. Sin embargo, 
esta región contiene un pequeño péptido de 10 a 14 residuos de aminoácido de longitud 
que está conservado aún en las Hexs de especies filogenéticamente distantes como P. 
mammillata (fig. 17, recuadro 1). Todos los residuos de aminoácido identificados en el 
sitio activo de las subunidades de humano (Lemieux y col., 2006) están conservados en 
la putativa Hex codificada en el ADNc JN127371 (fig. 17, flechas rojas). Además, el 
análisis comparativo con los dos residuos de aminoácido que varían entre los sitios 
activos de las subunidades  (NR) y  (DL) de humano muestra que el polipéptido 
caracterizado conserva los residuos de NR correspondiéndose con un polipéptido de 
tipo  (fig. 17; recuadro 2). Tres sitios potenciales de N-glucosilación fueron 
encontrados en la putativa Hex de X. laevis identificada (fig. 17, secuencias sombreadas 
en amarillo). Dos de ellos están conservados con los sitios de N-glucosilación 
encontrados en las subunidades de humano (Schuette y col., 2001), y predichos para 
otros vertebrados (datos no mostrados), mientras que el tercero está conservado sólo en 
la Hex de P. mammillata (Koyanagi y Honegger, 2003). Todos los residuos de cisteína 
que forman enlaces disulfuro en las subunidades  y  maduras que constituyen las Hex 
de humano están conservados en la putativa Hex de X. laevis.  
Basados en la elevada similitud del polipéptido identificado con las Hexs 
caracterizadas de humano y de organismos filogenéticamente distantes como P. 
mammillata, y en la conservación a nivel molecular de todas las características 
estructurales que poseen estas Hexs, podemos concluir con un elevado grado de certeza 
que el ADNc JN127371 codifica un polipéptido correspondiente a una Hex de X. laevis 
que podría ser de tipo α. La secuencia polipeptídica de esta Hex fue anotada en el 
GenBank con número de acceso AEJ87970 y representa la primera secuencia 
polipeptídica de una Hex de anfibio presentada en la literatura (Morales y col., 2012). 
Debido a que no es conocida la estructura de ninguna Hex en anfibios los polipéptidos 
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caracterizados de aquí en adelante serán denominados como Hex de tipo  o y no 
como subunidades) según lo definan los residuos de aminoácido de sus sitios activos. 
 
B2- Identificación y caracterización del gen codificante para la Hex en Xenopus 
Como se describió en la introducción, los genes que codifican para las 
subunidades  y  que constituyen las distintas isoformas de la Hex en humano han sido 
extensivamente caracterizados (Proia y Soravia, 1987; Proia, 1988). Sin embargo, a 
pesar del profundo conocimiento que existe sobre estos genes, ningún gen codificante 
para Hex había sido caracterizado en los anfibios. 
Con el objetivo de identificar el gen que codifica para la Hex de X. laevis 
caracterizada (ADNc JN127371), se llevó a cabo un estudio bioinformático utilizando 
bases de datos genómicas de libre acceso (UCSC Genome Browser). Sin embargo, 
debido a que el único genoma de anfibio actualmente secuenciado y disponible para su 
libre acceso es el de Xenopus tropicalis (Hellsten y col., 2010), y teniendo en cuenta la 
elevada homología que existe entre las secuencias nucleotídicas y polipeptídicas de X. 
laevis y de X. tropicalis debido a su cercanía filogenética (>90 % de identidad), se 
utilizó  a X. tropicalis como primer modelo para realizar estos estudios.  
Como una primera aproximación se buscaron en el genoma de X. tropicalis 
secuencias genómicas que poseyeran fragmentos con un elevado porcentaje de identidad 
con el ADNc JN127371. Una única región en el scaffold 113 del genoma de X. 
tropicalis fue encontrada (posición GL172749: 1.795.244 – 1.819.981; ensamble 
4.2/xenTro3; noviembre de 2009). Esta región está catalogada como codificante para 
una putativa Hex de X. tropicalis y presenta un tamaño aproximado de 24,7 kpb (UCSC 
Genome Browser; genoma de X. tropicalis). El análisis de similitud de esta secuencia 
genómica con la de los genes HEXA y HEXB (codificantes para las subunidades  y  
que constituyen las Hexs de humano) mostró en su estructura la existencia de 15 exones 
interrumpidos por 14 intrones. Sin embargo, sólo 14 de los 15 exones presentes en el 
gen de la Hex de Xenopus serían necesarios para codificar al transcripto identificado 
JN127371 (fig. 18A). La secuencia genómica de este gen es mostrada en la figura 18B. 
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B 
caagtcttgtggctcccgctgttcggactgtagcggcggcagtgtagctaATGGCTCTGCGGCGAGTCGCACTGCTAGGGATTCTCTC
CCTGTGTCTTTCCCTGTGTGTCTGTGAGCGCTCCCACTCACACCGGCAGTTACGGGGCAGGGAGGAGCAGCTGGATGCGGATACAACT
GACTGTAGCAGAAGACTCACCCTTCGGGTCTCTGTGGCCGCTGCCTCAAACTGTGATATTGTCCGCCGACTCCTTCTACATCCCGCCG
TCCGGCTTCAGCATTGTGCATGGCTCCGGCTCCACCGCCGGCACCTCCTGTGTCCTGCTCCAGAGCGCCTTCCGCAGgtgagtgccga
ctgccggggggatcctgtgccccacctgcccggggggatcctgtgccccacctgcccgggggtgatcctgtgccccacctgcccgggg
gtgatcctgtgccccacctgcccgggggggatcctgtgccccacctgcccgggggtgatcctgtgccccacctgcccgggggtgatcc
tgtgccccacctgcccgggggggatcctgtgccccacctgcccgggggtgatcctgtgccccacctgcccgggggggatcctgtgccc
cacctgcccgggggtgatcctgtgccccacctccctgattttatagattgtatctgtatttcccacacatcacatgaaccgctttaac
tggggctcattcactatcagggcaaaagcaaactagcacaggaacccatggcagctaattccatttttagcttttgttatttttcctg
gacaacgttaaacgctaattggttgctgtgggttgctgtccagggcatattggcttagggatagtaaatatgagccagtctgtgtttt
gtaaaacatatttgttacttgagccatctaatacaggaactgtcacgctgctttaatcattgtcacatactgtaaactatgggcaaag
tgcagaaagagttgtttgtgggttccggcagtgctgaggacatctacagacctgtatttccccagtagctcccctgttctgttattac
atagttttactgtagagcaggcacatttcatgcagctgaagcacacagtgggcccccatactagccccagggaatgtgatcataggtt
cagtgatccccaaccagtggctcaggggtaacatgttgctccccagtccgttggatgctgctcccagcggcctcaaagcagggtccaa
tttttgaattcctggctgggaggcaagttttggttgcataaataccagctgtactgacaaacagagcctcctgtaggctgccagtcca
cacggggctacctaatagtcgattacagccctttttggcacccccaggaaattttttttttacggttgtgttgctcctcaactctttt
aacatttgaatgtggctcatgggaaaaaaggctggggatctctgggttagaatttcaccaaaacaccagctttccccaaatgactcat
ttatagttcactttattcgtgacaatgcacttgcttgccctataattgctagctctcactatctctgacttgtcactgctcgctaagg
gttcaatattattgtgttgggttgaaaaccccacagactgttcttccactttagcttattcttccgcttcttcttcttcttcttagcg
ccccccattttctaaacgctactcctcctacagttttaggggtacaacacccaaactccccacacatcttcgccctatagcggagcag
gttacttgtgcttttctaagcaatcctgccccccgtctttttgtggcgctgctccgaaccccccaattttcccattgactttgacagg
gaagattttcaaactgctgccacacttacagctgtgaagctacagcccccaaacttgaataacataatcatggggtcaccccgaatga
agcagcaacatttgttggatgaccccaaagtgggaggggccaacaacagccaatcaaattttaatcattgactttaatggggaaattg
aaactgctgccaatcttacagttttgaggctacactccccaaacttgaatcacatagtcatgggctcagcctgaatgaaaataggatg
attattggatgcccaaaagtgggtggagctgtgaacagccaatcagattttacctattgatttggcggaaattcaacctgctgccagt
ctcacagtaataacgtcggggtccccaaactttttacacttggtcactaggggactgtagtttaagtttttaaaagtgggcggagcca
ccaacagccaatcagatttcacctattgatttttattggtttgatgccagattttcaaaactttgcacagtcactgggtgactacgca
ttcaggttttttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaccacaaagtgggaggggccaacagcagccaatcatattgtacccattgactttt
atggggaaattgaaactgctgccaaacttacagctttgagactacactccccaaacttgaatcacacagtcatgggctcagcctgaat
gaaaatatgatgattgttggatgcccaatcagatttcacccattgaattttattggtttgatgccagagtttgcaaactttgcacagt
cagtcactgcatgactttgtacccaaggttagaaaaagtgggcgggccgctaaaagccaatcacatttctttcattgttttcagtggg
aaaattttaactgctgccattcttacatgtttaatgtcagggtccccaaactttgcacagtttgtcactgggtgactatgttccaagt
ttagaaaagtgggtggggccaacaacaaccaattagatttcacctatagacttcatatgtttaaatttaaactgcggccattctttaa
ctattaatattaaggtctccaaactttgcagagctcatcacctggtaactgcagttcaaagttagaaaaagtgggtggagccaacaac
agccaatcagattttacctattgattttcaatgggaaattcaacctgctgccattctcacagtattaacaccagggtcactagggaac
tgcatttgtaggttttaaaaagtgggtggagccaccaacagccaatcagacttcacctattaaatttttttggtttatatttaaaatg
ttgctttgctcacactatttatgtcagggttcccaaacaagtgggaggagccaccaacagccaatccatttccacccattagatttcc
ttggtttatatttaaactgatgccattatttaaatattaattccagggttgttaaagtttccagagttagtcactgggtattttccat
tcaaagttagaaaaaaagtgggcggagccaccaacagccaataacatttcacctatttactttcaatggtgaagtgtaaaatgctgtc
agcctcacaatgaatgcctgagtccccaaaattggcaatgttggtcactgggggactgcagttcaaaaataggaaaagtaggttgggc
cactaacagccaatcagccaattcatccattgaattttattggtttaaatttaaaatgctgtcattctcaaactatttataccagggt
gcccactgtttgtcactgggtgacttcgactcaaggttagaaaaagtgggcggaaccaccaatcacaattcacctattgacttttatt
ggtgtaattgctgccgttctttaactattaatcccagggtccctaaacttcgcagagttagtcactgggtaactgcagttccaggtta
gaaaaagggggtggagccaccaaccgccaatcagatgtcgttgactttcagtggggaaatttaagttgctgccattcagacactatta
aaaccagggtccccaaactttgcacagtggtttttactgtataactgttgtccatggttagagaaagtgggcagagcccattcagtga
ctatgtttttcaacccaacatgaagttttttctcaaacttccctttctagttgttattgctacttttttattgctcatctttgtatta
aagccctctccttttcattttccagcctctcatttaaatcagggtctggttgctggtaaccctagcaaccagataactgttgagattc
caaagtgaagagctgttgtataactcaacagctaaataactcaaagaccgcaaataaaaaaacaaaaaacaaaagatcaattgcaaat
tgactgaatatcccctttaatatcccctttaaattgtgtctgtaaagctcacacaagcacatatagctggtttttcttcttttcatgc
tatgaagctgtgtggaatttaccctgcaatgactgttttgtttttttatttaagggttctgtatttactgcaacacacacctctcatt
gctttgtttattgacagaacctactttttcaagtgctctctccagatgtaatgtggatttgtttcgtgttttgaacatctcatagaca
cctgagtaggagggtatacgtagagcaccaccaggcctggactggcaatctgtgggttcaaatgccagaggggctgctgtaagatgcc
acaggcagtcactatttattgggctggtggggggatagtttgggcctctgtgtacttataatgccagggcctattttgaatcccagtc
cctgagcaccacagatgcaattagagagtggcggcacagtttgggacttgattaagcatataacctacttttccctttacctgttcac
caaacactgtactgagcaggagtggctgtttggatgcatcaagtctatgtggcagtgatcactgtcactgacctggtcatgtttttca
gtgcgtttttttccagctcctgtaacactggagaaattaaattatgaacttgttttcttttgcaccatcccctatagccaaaatattt
ccattttgctaatgagcttgccctttccacctatatctgatcactgataatacatttaaaaaaaaaaaaagattgtcattagtctttg
caagtgaatagtgatagttttccactttccaacaacttcttatcgctgtgccatgcgttctgatcccccattttactcaaacttctgg
gcagtggcataaatacaaggagcttggggtgcgactgcacggggcactgctggttctaggtgcagagccaatcctgcaaatgttgccc
cagaaaatgagttgcgctactgcctcgggcacattaatgttgctgccagcttgtacattgtttactgctgcttaggctctgacttctt
gttctgccttttctgctggttaatccctttaacctcgccacccctactatgcccatgtccccgtgtaccctatcttccatactctcac
tgtccagcttaaaatctagcatcaagcaaatgtattatttagcattggaatgcaagcggcagactacccagttcactgggtaccaatt
ctcttttccaaactaattcaaagcgaggtgtaatttaaagggatataagtgtttaatgttgtcattttcattgcattgattcattcaa
cagactgtagtctttaaatagctaagggaagcagtggctttgtgccataaatattgggcaagccctgaaacatacagtggatgccttt
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ttaatgtgctctttatgccagttgaaagggttgaaacctatggcttgcaagaatgtgcctagggtcgagtgtttcagctgacctgtgt
tgccattttccatgttatccagtgctaaagaaaaagcaaattatgatcagtgaaacatttttttttaagcagctataaataggggcta
caaatctccctgtgatttcccatgtgaactataggggtaatgtgcaaagtttgctgcaggtctagtaacccatagcaacaaatcatca
ggaagcatttactggtctcctgtttaaaacaaacattgtattgctatgggttactgctagtgatgagtgaatctgtctcattttgctt
tgccgaaaaaaaaatgtaaaaagtcagtggctgacatttttttttgcaagaaaaacacccattcacacattggaatctataagcactt
ttttgtggcaaaacctaatgagaaatttcagttggttgccatggtgatattaagaaagtcctgataaagcattataaaaaaaaccgtc
cctttaaatcagtactaatcataaaaactggtttattgcaggcagggaaagggcttgtattgtttgtgcaaagtacctaggaaaatgc
ttctacgggtcatggccacttggcatagagccatggctgacttgcttcatttcctgatctgtcatgtgttcattagcaagaacattgg
caatcagccttcacttttatatgcacagactgggattactgtatatttgtaatgtgggcacaaaaaatgagaatataggcaacaggca
ttatggttggagcaccagtataagggccaaggtagtatctttcaggatgcacagtttcactatatgtatgcaggccaaacatcttccc
ctgggaattgctacttgggagttcataaaataaaaagtcaagttttacagtagatatttgttttatttatatataataaatatatata
attttttttttttttttttgcaaagacatgaacatatgtaattatttaacattataaaattatgtcatttaacatttttatatgtgtt
ttctccttatctctgcagGTATTAGACTACATGTTTGGCTATTCCAAGTGGAAACGTGCATCCGCAAAGCCCTCAAATGCTGGCCAGT
TGCTGCAGCTTCAGGTTGTAATTCTTTCTAAGGACCATCAATGTCATCGTTATCCCACTGTTCAATCTGATGAATCATgtaggtattt
ttcctgttcactttagttctgcaaaatgctaggtgtatttaaagggaaagtaactcaaaaaatgaacagcctttgcacacaatgaaca
caaacatacatcatacttatttctaaatagtaattatatctttattactttccatttttccgggtcttccagcaacacccagcatggc
aacataaaatgattaaaaataagttgggctttgtagggcttcagtggttgtcataaaaatgaaacattgcattatattattcaatttt
atttatatttattttccaatcttgactttacagggaagtacccgtgtgtgtgtatacatccagagacacccaagatttacctaaactt
gtcttctctgctccttggccatcgccatcacactgacaaatgccgccccccacactgacctagctcacccgttgatattgtccctgta
gcaatgtagttgagtacaggtttacttgttcagcagtatagcatttttatcaccagttaaattaacctttaaattgcttttgtctttg
cagATGAATTAAGTGTTGGAGAGAATGTAGCTGTCCTGAAAGCCAATCAAGTTTGGGGTGCCCTCAGAGgttagtaaatgaaagagtg
aaaatatctaaaaaataactatttaaaggtgtgagagtctgacaaacaggtgatttatgatatgcttgtatatggcttactgtaagcc
cagatgtacagctgccctgtgacaggaaatctaaagttgtccacacatgtgtggcttccttctgaaaccataaaggcctggtgtcagt
ggaactgtatatgctccgcttgcttgcagtggtttttactggtcatgcctcggttagtacacactggggcatattttttaaaccgtgc
aagctaacatcaccggtaatatttccatagaaaccaatcagattttttattttgttttctaactcgtaggtgaccattaattgcgtat
tggtggctatggtggcttacacactgtgtatgtttggggatataatcagcaggggttgggaaaaatactacataaggatatgattttt
ttttatttatttttttaaattactgtctgagggctccggtatcttcagggtggtccaggggctgaagatacattcattttagcctaat
tgcttgtggtgtctgaattgctcttcagtacccccccctaacattcccaagtggcagatgatttctaaacactagtaaggaatattac
tattatcctttatttcacgtagcaccatataaatatcttttagacattatacatgagtttgtgtccattttcattatgatgatatgag
agcccaacagttttctaattcctcttcaaataaactatgtggcagagcatcttgtcctttttgttttttcttactcaatggacatgat
taaaacacccgatattggccttaagcccatggcactacatgcatgtgttttgctcaccgctgtaactttagcagcaggcagccttcaa
ggtaacagcaaatggaataacttaaaagcatcaaaactgacaatgtatatacactttttaacagtataaaatcatgtgatctcttttt
cagtgctggcattttcataagattcctattgctagtaattcatagatttagatgctaaatttggttccaggaaataccaatgtggcag
gtgaattgtgtgttgcatagacctaatccatctgctgatcctgtttgttttgaactgtttaaaccatgcattgtaagtagttagggag
tgctgatggcaggttactgaaccaatatatatatatatattttttttttttcaggaaggcttagtatctaggcagattaataggcagt
tattgttcttgtgctgcttgatgtgtagagtcaacaatgcagacttgtgactgttgttctagccagggtgtgtaggactatggggaag
ttgcctcagtgttactggtaaaaaaaacgtttttgacattttgttgttaatcatttttaaagGGCTGGAGACTTTTAGTCAACTTATC
TATGAAGACCGTTTTGGAGCTgtaagtatttttataaaagagaaatgtaataaatactgtaagatgctagaggaatcatttgtttcag
cacattaatatagggaaggtaatataaatgttaaataatacttcagttattatgcagttttactttgttctcatggactaaaggcaac
tgtataataatcaatatgtttaaacacacacttggcttttaagagatattatacccccttttcctttttctaatgagtgcaatgaaat
aaggactcagctgaacatacttcttgcctggtttaattaggaaatatgtatgtatggttgattttatttcatacactaagctggtcga
aagctgcaaaattgaaagtaaagtcacattctacttcctggcttgtacaagcccaagcaaaacacatgaacagtccactgagaagcct
ttgtataatgatttgctccttatcacaacgcctaaagctggccataccctgacagataaaggctgcccgctcagcccctccaggatga
gttggcagagcccttataaaatctgacagaattgattaaaacccatcagatgagaatcgcatcaacaggccacggtggtgctcggttg
atgggttttcttttaaacctgcccggcagatatctgtagagtctgcagcttttatcagctcgggtatgggcagctttcgcttgtgaaa
taaacagcaggtcattatacaggggcttgtcagtggactgctaatttattttgattctactggtatgagccaggaagcagaatataac
tttggtttctttattgctagaaacaactaatttaaacaataggcaaaaagtatgttcagtgcaagccctatttattgatcttttgtta
aaaaacaaggtatactgccccttcaatttgaaaaagaaatcatcatgtaccactgaataattttacagttttttttattttaaaaaaa
caaactaaagtgaaatcttctgttttaaaagaaatgtgctagtaaatgtaaaattgcaatagcttcttcattcctcctaaatttattt
tatgttccgttaaacagTTCCTAATCAACAAAAGTTATATAGAGGATTTCCCAAGGTTTGCACACAGAGGAATTCTGCTGGACACGTC
CAGGCACTACCTACCACTGAAGACCATTTTTCTGAACTTAgtaagttggctgagggaactgtaatgtgtttgtaattgctcgcccttt
aaactccgtctgtgcacccaaggcataaaggttactttttccataacaagtaacttccatatcagaaatacatatgaggtttgttagt
gcctcccaaaattcagtatagaggcacaaagcatgacaaaggggctactttgtgcctcgaaacgttgcagttccgtaatagattttta
aagggcttgtcccgtatacagctccagagtgccagtgctaattcttctataccttactaccttgggccttgctatgtttcatgttgct
tatgtacagatagatcatgttactatattttatcagttattctcttaaactgatagcattctctttgcttaacctcctgactctgttc
ctgacttgtcactcattattttcttccagGATGCAATGGCCTTTAACAAATTTAATGTGTTCCACTGGCATATTGTTGATGACCCATC
TTTCCCCTACCAGAGTGTTACTTTTCCTGATCTTAGTGACAAGgtgagacactgaaagtgagctgagcacatttgctgggactttatg
tattctgaggtacagtggtgtgtgggtgctgctgcagatgttgttgtgttgagcaactgtgattatttttattgtggtcacagtgcag
ttcacttgtagtgactgtcagccttattaaaggaacagtaacaccaaaaaatgaaagagctttaaagtaataaaaatatacagtgccg
gactggcccaccaggataccaggaaaactcccggtgggcccaggtgtcaatgggccctcttgcttctaactatttagcctatttcatg
gtcattccctgtttctgtatgggaagaagaaagcttgatagatggaagaatagagtatagtatgtagagaaaagagactaggataaat
aaagagtttgagggaggaattcaattttgaatgtgggcccatggtccagggttttctggtgggcccctgccatctcagtccgacactg
aaaatataatgcactgttgccctgcactggtaaaactggtgtgtttgctacagtaacactactatagtttatataataagctgctgtg
tagccacgggggcagccattcaagctgaaaaaaaggagaaaaggcacaggttacatagcagataacagataagttctgtagaatacaa
tagtgttttatctgctatgtgcctgtgccttttctcctttgaatggctgcctccatggctacatagcagcttatttatataaattata
gtagactttctgaagtaaacacacaacttttaccagtgcagggcagcagcacattatattttagttacttttatacactttcattttt
tgctgttactgttcctttaaggattgggcttatcactaccatcatctttcaagcactcggaattcaggtgcagagagatgttgatttg
tggtaatttatttttattgggatgttttagctgtctcattcagtttatcaagttcttcttaagaattattttgaggtttgtgattcca
aactgactacatttgattgcaaatatgcctgtttgtggaaactagcaaggccatgcaggccccgttggctacagaccctgcacagtaa
aatataattttgtggttataaattttctaacagcaaagggggagagatggcatgggtggagatgaggaactagaaaagggctctgtgg
agcttaataaaatatagctagtgtgtataaatagctgaatattcaaattaaaagggcaagtgttccagtaaacactatacatttaatg
tatagtgcactgaatatacttttatcctattgttttaggaaatatatgtatggtttttgttattatcttgcacttaacagtgcagaaa
cagcaagtaaagtcacgttctacttcctggttcatatgagcaaaatcaaaacaaatcaccagtccacggagaagccctgtataaacaa
accccttgcttcatctagatgccacttgtgttaggcctcaagataatgatcagctcattattcaaaccgcttcttagtgaattgatga
cttgttttgtacaattcagggctgtggagtcggaggcaattttgggtaccgactccgactcctactaaatttaaatgggaataaaaaa
aaaaaaaataaagcaagtttaaatgtcccaattcacaaagtcaaaattaattacttctctgctataagaataaagcccaatgcacgca
gtgcataaacgaacacgttgagtgaccatgaagcttttcattgactgtatgcttcactaaatgggacgtaacgcacagttaaggtgcg
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gcagctccactgcgtcgtgttcctctgttacagggaacccaatgcccactgggaacctagcctaactctcactgataactaattaagt
aaaaaaaaattgcaggactagaaatatttgtataagtgaagggaatggatagtcaatagtttaaaggaacagtaacaccaaaaaatga
aagtgtataaaagtaaataaaatataatgtgctgctgccctgcactggtaaaagttgtgtgtttacttcagaaaatctactataattt
atataaataagctgctgtgtagtatgggggcagccattcctgcactggtacagctggggtgtttgctacagaaaccctactatagttt
atataaataccccgctgtgtagccccgggggcagccattcctgcactggtacagctggggtgtttgctacagaaaccctactataatt
tatataaataagctgctgtgtagccatggaggcagccattcaaaggagaaaaggcacaggcacatagcagataacagataaaacacta
ttgcattctacagaacttgtctgttatctgctatgtaacctgtgccttttctccttttttccagcttgaatggctgcccccgtggcta
cacagcagcttattatataaattatagtagtgttactgtagcaaacacaccagttttacctgtgcagggcaacagtgcattttatttt
tattactttaaagctcttttattttttggtgttactgttcctttaagactgaagctttaaaacatttgaaaaactgctgtaattcagc
tgtaatgttagcttaaactttaaacatgactatgggattctagggaaatcattagtaggagtatagataaaattgtctatcagtttat
tatcagttcagttgtgttttaagtgccccttcccccctgccccttcctggatgtataaaatacattagcatattaaaaacagaggaat
cggagtcgtggagtcggagtcggaagtatcagaaacggagaatttatctaccgactccacagccctggtacaattcatgtacctgaaa
ctagaatgtgacttttatttagattttgtattttaagtgccagactagctaacaaaaaccatacatgttttttacgttttgtctgttg
ttttagttacgttcagcacaaggcccaatttatagaattaatgttgaaagagagggtatattgcccctgtaaggttagtttaggattt
ttgtagggtttagcaaggagttagcacaggaataatttgcccaagtgtttatcactgtgcttagtgttaatgactagtgggaaaaaca
tattgcgaaactgacttagctgaaccgttcagagaagttgaagaggcagctgtttttatagagtcggctgccaagacaagcagcagga
ataactggttattactgaggtgttctgttcattatctctgcaaacactaagtataaagtacctgatgaaagcactcccatctctatgg
aataaccgtaaatctaaggaaatgtctgatttttggatcagtctaacttttttccattttaaatattttttctttagttgtctctctc
atttaaatgtctgtatggttaactatgtaacgtgtgcttccagGGTTCTTATCACCCATACACACATGTTTACACACCAGTTGATGTC
CGGTTAGTGATTGAATATGCTAGGATGAGAGGAATTCGTGTTGTACCAGAGTTTGATTCACCAGGACATACGGATTCTTGGGGTAAAG
gtgagtaatagaatttccacgtttattctttgtgccgctccaacataacattacataacataacccattacataataatgacctttcc
cacatagcaagaaggtagtctggagatagcttaatccatgagagagaattatttagacttcagcctcttataatacttaataattctc
ttctatattcaacattacgagccttataactgtattgcatcaattcactttccttactgtggacatatagctttatggcactctgggc
aattttaggtactttttgtgcatcaatttttttggaagagtgccttttttttctttgttctttaataaagtattaacagaggattcct
ttttcttgcagGGCAGCAAAATCTTCTAACTCCTTGTTTTAACAAAGGACAACTGAGTGGTGCATATGGCCCTGTGAATCCCATCCTC
AATGATACCTACAATTTCATGTACACATTTTTTCAAGAAATCAGCAACGTTTTCCCTGATCAATACATCCATTTAGGAGGGGACGAAG
TAGACTTTTCTTGCTGgtatgttgcaaatgtccaatggacaaaacacaagctaaattttaccttcatgtctttatgttctgtcacatc
atcatcatcatcatcatcattattaacatgaagttttaaaagtcaacatatttagcagcaaccagtagcgtatatatgtataatatgt
atattcttacatccaggtaaaataaatgtagcagaaaaccatttagtgtaggagatgtttattgagaatccattgtgtaatagctcat
aattgtttgacctgccctgtgagtgttagttttgttttacttgtacagattttttgctgctttctgaacccaattgcttttcttttta
tagGAAATCAAATCCTGATGTTACCAAATTCATGACTGACCATGGTTTCGGCACAGACTACTGCAAGCTAGAGTCTTATTATATCCAG
CAgtaagttgttaatgattcagaattttggtatgtgttcacatgtccagcttactgctcccattatattaattatgcagctatcaatg
tgaggcagcagttaggaccaccaaaatataatccctttactagggatgcatagaatccataactggatctactgactggatcctcgtc
agtagattcatcatgagtatgggtatactctaaatttgcatcttctttttttttttttttttttttataaatcaccttgaccttgccc
attgaattctgtttagctaaactgcatcctggatttgccacattctgccctttacaaagcattggtacagctgcatctaaaatatgca
gtgtaaatttcatctctattactgaaaagggactcagaaacaagagaaaaatatacaagaaatgtctcaataaataaataaattatag
ggtaaaaaaggtcacagtttattattacataataacattataaatggcattttttactgactagaagatcttgtcagtcgtggtatag
attaagagcagaggttttattattgtttggagtttgagcccactccttagtggaagagcactacagttctagtacaaccccatacttt
accctgaatggcctgcaggttgggtttcccagatgataaaaacaagcattcacctcagatgtcatggtaagtgatcttcagtctgccc
ctcctccctctgaactaaaggtaaggtattgtaagattttattccccccgaggccaaatggttctatctgaatgtacagtatttcaaa
atatttttgaaaacaggcttataacctgatttgccctagtgatgaaatcttcctgtataatgtgaaaactatttttaaactgagcttt
cattgtgaatagcatctctacataatcgcagttcattaaatgcccaagttgtggcctgcaagattacaaacttacaaatgcacgtcct
ttgtattttataattaatcagactgttctatatttcttaagctggccatacacataatgtcagtgtatgtcagttgtaatccggacca
aggagaaagttcagctaagaggttaagcaagtctcttggttgaattaaggcaaaagtttgtagcaaatggcaatcagcgtagtcagaa
acaaagcagaaagtcaggaactggtagatcaagccaacatagtaatttaagcacacccaggaacttcacagtgaaagacatgtattcg
gactttaaacccgggtctctggcaactatttattttgaatttttggattccaactaatagaattataaatgtctatgtgtattcatta
ttatattctgtatgtatatcttgctttataagttatgggatacggcacccatggtgtgctgattggaatctactgtgccattggcaga
tggaatgtaactttgcgtgtatttttttctctagAGTCTTGGGCATTGTCTCATCTCTTAAGAAGGGCTACATGGTCTGGCAGGAGGT
CTTTGATAACAATGTAAAGgtatgtacatatttcagagacacgtgtttaaccctttttacttgcccccccccccccccatacatgtaa
caacagataatataaatattatgcacaagatacatatagggcattttttatttgacaatacaaagatcacataatcacccaggttcgt
tataacagattttaaaagttttagaaaagttttgttagtttctcttattttgaggttctgatttaaaaaatttttatgtatataaatt
ataaattcaacgcatccattttacttaccctctgtccaggttttaatatgttcttacattccagaacctgcttgtttttattactgcc
agttggggtctgcaggtggcaaacacaagccaagttggatgggtattgtgtgatttttggccatcagcctgatgggctgatctgatag
aaaatgaggagttgctgccactgactctcctcccttcaacaaaggaattgacttgtaatgtaatgagactgacttctaactaactgta 
 
                              I  N  P  D  T  I  V  E  V  W  M  G  Q  N  C  Y  E  E  L  Y 
atttcagatatctgttgtaatctttccagATTAATCCAGACACGATAGTGGAAGTGTGGATGGGGCAGAACTGTTATGAAGAACTATA 
 
  K  V  T  A  A  G  F  P  A  I  M  A  A  P  W  Y  L  D  Y  I  S  Y  G  Q  D  W  Q  K  Y 
CAAAGTGACAGCTGCAGGGTTCCCAGCTATCATGGCCGCCCCTTGGTACCTAGATTACATTAGTTATGGCCAAGACTGGCAGAAATAC 
 
 Y  K  V  E  P  L  S  F  N 
TACAAAGTTGAGCCGCTAAGTTTCAATGgttcgttaacttgcttttaataacttatacctataaaaaagaattgataattgtttggcc
ttaatatgttattttataagtagaacagtaaacagttagcagtatggagtaatagtgttgtactatctgctttagagctgcctgaagc
attattcattatgttctaaacagggggttagtgtttctggaagttgccattgtttttgtttttcaagaactggaagctgttgtgtagt
agatggaattccatgtaaatggcaacatacagttttgtcatttgttgggctttgagggccaactgctttgttgtatgtttggcttcta
cataaaacagatcagcctgtggcaaaagtgcaaatggccaattgctcaatgtcggactgatcatataatattttgccagattgtgcta
ttttattaattacattgcaaagctgaaaacccctgtttctaataacgtaaagcaattaaggatgcaccgaatccagggttcagtttgg
gatttggcctttttcagcatctggctaaaacgaattggagtccttaaaatcacataacttttggttaggtgaacacagaaataaaaca
ttttttagcccttccgtaggttaatttgtataatcaaattcgaattccggcggaacccaaaaataatggatttggtacatccctaaaa
gtaatgcccattttgatgccagtgggtggggaacagactggaaacaaacattaagaaggcgttggtaaggcatgttgggctgacctcc
tcctgtgtgtacctgcactcaggcagaagcttttgactgcaggtacacggagctgcttatggaggctaatccacttctctcagcccaa
agaaaaatgcaggctgggctccttgtgcccttagggataatactcttgtttggcacacaattttcaaccagatattggtcggcaggct
atcagtagagcacaatacaaggtcggtctgtaggggccaagccatctgcttttactggccactttttcaccacatgattaaatcactt
tatgagtaaaatgtaggttgttatttactgtttttttcgttatgtgtttaacacactgcccttgggaatagcactttttcttgaccaa
acagaacacaatggaaatttgtgcatatgtgaacagaatgcatgtccacactgaacttaaactttatatgtgctgcttctgcagaatt
ctcttttgtaccactttaaaacccttatttataagtacagcagataaagcagccatgtttgttctgttgagccattcttacatgaacg
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taagggtaggcagctagtttaggatgttaaattgagacccatgcccatgtctcagctaagatgaacaatatggtggctcacattctgc
agtatgaccagtggtgccatgttcactttaagctttgcatttgttctttaatgttaaaaggaaaataaaatgtaactcagccagtgtt
ggtttgataatccaatgtcttcataaactatttctattcatttttgttttgtggctactttaattggtcctcacagtagccaggaaca
caggagatcagcgatgttatttacttctcggtcccagtgccgtatgtagcttctgtcaagtagatgtgtgctcattcataaaactatc
tgaatctaattctatatgagtgttgtgatttgcagtgattgttgtgattcaggcgagccacagaaggaagcctactggcatacagggt
ggtctgtctgagcttctagatattgccttcacctgcagcagtggtctgtttcattttgctggacttgaccaaagtttccttacatctg
ggccagaatctatatagaacattggtatgagcagaccaacacagacagctgaaccagagttcttccctggagccagggctaggtaggc
tgtaacaaaacatgtaaaatggccactaactatacaaactagaaacactgattatggaggaagggcttaaacggttaaaatgctagct
tcctggagctatggggagagggtaaaggagaaaatacaagggctacagcacacaactcaatctaaagctgtgtaacataacgagcaga
gaggctcccaaacgaagcttcccagataaattgtccctcacagtaatgcacagtcccatatcattatacctaataaagttcatgtata
cttaaatatctattttatttctgctcagtggatgcagtgtatctaaacctgctattttgcttacttgcagaatggtccaaattagtat
gtgcctgaataatatccgatcctagagctatatgggctttacatttcttaaatatcccctttactgttactgtttattctttcacttt
gtatacatctaatcgtgaaatggtgccagcatttattgagggcttttgtattttgtaaatttttgtaaatgaggcagtttagggtact
gactgggttatctccagtcagtaccaactgctgtgatttttggttttttattttcaccattactcaaaatgccctagatcacctgatc
accctcaatcagggccgaactggcaatctgtggattctggcaaatgccagtggggctgctgtaagatgccatagacagtcacttttta
gtgggctgggggggttttgggccctacttacaatgcccactgttaggatcatgtgactgtattagcacagttctcccctgtgtttgac
tgtaagcttatgaatctccccactcacgttcccatttgtaagaagctttccatttaaaaaaaaactactctttggaatattaatgtac
attaaacattatctgtagtttcacgttattgactgctttgccaaactttacctttccatggatgagtgacagttctattcattataaa
catgtcttcattagtaggttctgatatatgaaggtgaattttaagatttttatatggcatttattgtaataatgtgtaattcttccca
tctctgcagtgtttctatttcataaatcaaattgttttctctagtggatgtggttgggcaggatttggccattgcaggatatagtgag
ataccagctagtttttttttttttttttttttaccataaggttaaaaaacaagattttccaattaaacagtgcaaaagtaacattttg
tgcaaagactttttgctccaacactgtctaacctaaatctatggagttctgtaattgacataatggacatcttcttcccatacacaga
tggttggcgcaggagttccgggagcactttatatatttttttttttccccaaaccaattcaataactagacctttttatgttttcagg 
 
                                                                     L  N  P  D  T  I  I 
gtgaggttaattggatttgatttccaaatgtcattgattaaataaaggcgtgtgtttaaattccccagTTGAATCCAGACACCATAAT 
 
  E  V  W  K  E  Q  L  Y  Q  E  E  M  A  A  V  T  A  A  G  F  Q  A  L  L  S  S  P  W  Y 
TGAAGTGTGGAAGGAGCAGCTGTATCAAGAGGAAATGGCGGCTGTTACAGCTGCCGGCTTCCAAGCCCTTCTTTCTTCCCCTTGGTAT 
 
 L  N  R  I  S  Y  G  Q  D  W  I  Q  V  Y  K  V  E  P  A  N  F  N 
CTAAACCGCATCTCTTATGGTCAGGACTGGATCCAGGTCTACAAAGTTGAACCAGCTAATTTTAATGgtgcgtccctggtacctgatt
tgctgctgaatcaaaactaaacatgggcagcttggcatggcttggcatattattctctttcctttctaatatctccctataaaaagca
gagactcgcaaggagaatgaatggtggttaacatgggcaggtttacatatttttaataccactagagctaaggcaatgtaactaaaac
aggagtaatagagggtgataaaggacatgcagggtgtcatacaaaatgcacttgatttgtactttgccccgggcatcttggtatctac
aagagaatctgccaagggcttatttatctaaaatacctaaagttcagccatgccaactagtacacaggaaggaatggaattagtttga
cttttaggagagcagatataaagatcattctgtgtgtgtattggctctagaggtcatttcatgagcagtaaaggcaagccataaatta
gcagccagacaggatatctagcaggttcattggacggataccatacaagggctatgcgcagcatgggtgcctttctagatttttgctg
tttcgggctaagccgtactccatatctgctaataaaccaaattacacaatctagatatgattttcagctatgcccaaatgacattttt
accaacatggagaccattcaggtttattggattatattataattacactgaaaatctcaaacattcttctcagcaatgtttattagta
cctgttgtcacctggccactgcagaactgtgtgggatatgtgcaggtacattccatttgtctttagttatcttcactagtgctgaaac
aagtgtgcatagaatctacagtaggtggcaaggaaagtgctatagaaccatgttccataaaccttgttttgaaatgtatatatattat
gcatttatgtatgcctagtaaaattatatggcttacattaggtttgcagctgtctggccaagctttacatattacatgctaggcatag
gctcagtttttattctctatcctgttgccaggatggttatggagaagattaattcttttgcattatgagcagagaaagacattcgggg
gtcatttatagcagaaaaagacatgcataatagggagcattaaaagtgtaagaccattaaaagtgtagtcagtaggtggggagaagag
ggtaaaaaaaagttgacgggcaaatagtagagaatgagagaagggaagagtagagttgcacttcaatgcaatatgagtatttgctgcc
accaatattagtattcaatagaaagtaaagaatatggtattccgtaggaaatgccacggttatgcttcataataagttcatagtggac
agtgtaggacttggttatttggatggagtgatcttctgtgaaaaattattggtaccctattacacgtggctaaatctaacggccctct
taggttgaatagttagtgtggccatgaaggcaagtattgtaatttgttctggtctttctcccaccatagtgtagttatttctaagtat
acattctccttcctgctttagccaacatggcagctcaataaacctcctgctgccttcagggcttctggctggctaatacctggctcag
agcaagcatggcatatcatggcatgaggaactggcaaaggggccccatgcatgctgggtaacatttgcagtgccagggatattcagca
ctctaggaaactggagaatttaattctctgtttataaaaggccctactgtaccattcttatgccatgcaggaagcttgccttggaatg
gtttttacaacatggaacagatcatttctcatctgtgaaattgtctcatgttctatttttgcaggcactgtataatgtaaagttaggg
ctgtatcattgtagagcagttctgtgatatctattccatgaactgtaatgggtggtgtacccccagctggaatccataatgcacccta
gtgcattgagcttgtgccattttagactcttgtgatttttttttagtattcttatatacttttggtggcacattaacccatgcggtac
ataaataatattgctgattgtggagaaggttctccttacatgcattgttgtccagtacactgtagccataaagttggggggcttgata
ccatagatacggataagcaaggccaatagatgctgggattcattcccattaaacttaattttttaatttttttacagGGACTGCTGAA
CAGAAGCAGCTTGTGATTGGAGGTGAAGCCTGTATGTGGGGTGAATTTGTGGATGCCACTAATCTTACTCCAAGACTATGgtatgtct
gtgccattctgtattctgcctgacacatgtatatgctatatttgccatagtatgtattggataaaggcacacattgccttgctgggtg
caatctatggcagtgaatccatctgaatgtcaatttgacaattccttccccctgtatcccgcagGCCTCGGGCGAGTGCTGTAGCTGA
GAGACTGTGGAGCAACCAGAATGTGACGTCAGTGGGAGATGCTTACAATCGGCTTGTCAAACACCGCTGCCGTATGCTCAGgtacagt
ccgtgcgtaactcactagtctcactgctcaaacagcatggtatcaatgcagggaggcaggaattgacttagcttagaataatccctga
ttcatagagcagcgcagtcaccatattgtactgtgagtttggactccagagttccttttgtaatgtgaaatttcttcctacaatagaa
ggtattcatagaatattaataaaatacaagcagtgtaactgttttcagtctaatctttgggcccccaagcaataagggcaaggtgctt
attagcactagaggaggggagctgggttgtatctaggatcaccaggaactactatagcggctgaatagagatgtgaataaaatgttaa
tacactttacattacaagtctgatgaattgtagacgtggaggcattttattcatgtaaaatccagccactttggttttctctttcatt
tattccatgccacatgcctggcaagattctgtactttaaacactgtacagcaggtaagcggttaattttaagccgagttgcttttttt
tcatctccagtataaatagctgcacatcatatttaaagggcatgtatcacagaaagtgcttcttgcactggtggctcgggggcagagc
actttgaataaaaaaaaaaatctaatgtttgccttattcagagtcacggctatgttagtgccagtgggaagaacttttacatgtggta
ggtgtccttgaagtgaaagtattagagcttttacacatgggcatttttcctgcgttcctctatggtgaatgtttcatacgttctgcct
caggaatgcaggaagaaactaagcctgtacttttcaatgaggtttcactggggctggagcatcctaaagtcatagcttggcaacaacg
gccaactttcagttttacttacctgacctatgatttgtttccctttcacagGCGTGGAATAGCAGCTGAGCCTTTATATGTGGGATAC
TGTGACCATGAGCTGGATGTCTAGtaatacatttgcttatttctcaacgtagccttgatttacagcagcacaac 
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Figura 18. Gen hex de X. tropicales. A- Diagrama mostrando las regiones de homología entre 
las secuencias exónicas de los genes HEXA y HEXB de humano y el gen de la Hex de X. 
tropicalis identificado; y entre este último y el ADNc JN127371 (X. laevis)                   
(adaptado de UCSC Genome Browser). B- Secuencia genómica del gen de la Hex de X. 
tropicalis (xenTro3 refGene_NM001127137; rango=GL172749: 1795194-1820026). Los 
exones se muestran en letras mayúsculas y sombreadas en gris. Los exones que codifican los 
fragmentos polipeptídicos que definen la identidad del sitio activo de la Hex como  o  
(traducidos in silico por encima de su secuencia) se muestran sombreados en verde () o 
amarillo (). Las secuencias resaltadas en negrita en los extremos de cada intrón muestran los 
sitios dadores (5´ GT) y aceptores (3´ AG) de splicing.  
 
Como se describió en la introducción, los sitios activos de las subunidades  y  
que constituyen las distintas isoformas de la Hex en los humanos se diferencian en sólo 
2 de los 12 residuos de aminoácidos endógenos que los componen. El sitio activo de la 
subunidad  presenta un residuo de Asn (N) y uno de Arg (R) en las posiciones 423 y 
424 que son reemplazados por un residuo de Asp (D) y una Leu (L) en el sitio activo de 
la subunidad  (Lemieux y col., 2006). La presencia de estos residuos determina la 
especificidad de carga de los sustratos que las distintas isoformas pueden metabolizar.  
Un estudio comparativo entre los genes HEXA y HEXB y el gen hex de X. 
tropicalis identificado mostró que los exones que codifican las regiones polipeptídicas 
que contienen estos residuos de aminoácido variables (NR o DL) entre los sitios activos 
de las subunidades  y  de humano (exón 11 del gen HEXA y HEXB, respectivamente) 
están contenidos en el mismo gen en X. tropicalis (fig. 19A). El alineamiento de estos 
exones se muestra en detalle en la figura 20. 
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Figura 19. Caracterización del gen hex de Xenopus. A- Diagrama mostrando la estructura 
exón-intrón del gen hex de X. tropicalis; de los exones de los genes HEXA y HEXB de humano 
homólogos a los exones del gen hex de X. tropicalis; y de los ARNm secuenciados con ORF 
completo que se predice que son transcriptos desde el gen de hex de X. tropicalis (BC161740 y 
BC161249). Los exones codificantes para las zonas polipeptídicas que determinan la naturaleza 
del sitio activo de la Hex como α o β son denominados como exón 11 en los genes de humano y 
como exón α y exón β en el gen de X. tropicalis. Diagrama tomado de UCSC Genome Browser 
(http://genome.ucsc.edu/) y levemente modificado para su mejor entendimiento. B- Diagrama 
mostrando la secuencia de los intrones (en letras minúsculas y subrayados) que flanquean a la 
de los exones (en letras mayúsculas y sombreadas) α y β del gen de la Hex de X. tropicalis. En 
los extremos de cada intrón se resaltan en negrita los sitios dadores (GT) y aceptores (AG) de 
splicing. Las secuencias internas de los exones e intrones fueron removidas por razones de 
espacio y son señalizadas con puntos doble. Por encima de los exones se muestra su traducción 
in silico para facilitar la comparación con las figuras 18B y 20. 
 
 
Figura 20. Alineamiento entre los polipéptidos codificados en el exón 11 de los genes (A) 
HEXA o (B) HEXB de humano y de los polipéptidos codificados en sus exones homólogos 
del gen hex de X. tropicalis (exón α y exón β en la figura 19). Los asteriscos indican los 
residuos de aminoácido conservados en las dos secuencias alineadas. Las flechas rojas indican 
los residuos de aminoácido que forman parte del sitio activo en las Hexs de humano. El 
recuadro 1 muestra los residuos de aminoácido que definen la naturaleza del sitio activo de las 
subunidades que constituyen las Hexs de humano como α (NR) o β (DL). 
 
Estos hallazgos permiten suponer que en los anfibios se podrían sintetizar 
polipéptidos con sitios activos con actividades enzimáticas similares a las encontradas 
en las subunidades  o  que constituyen las Hexs de humano a partir de un mismo gen. 
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Para confirmar la funcionalidad de los exones que definirían la especificidad del 
sitio activo de la Hex de X. tropicalis como  o  se estudiaron las secuencias 
nucleotídicas de los intrones que los flanquean para determinar la presencia de sitios 
dadores (GT) y aceptores (AG) de splicing. Los tres intrones que flanquean a estos 
exones muestran en sus extremos la presencia de los dinucleótidos GT a AG necesarios 
para su correcta remoción por la maquinaria de splicing (fig. 18B y 19B), sugiriendo 
que ambos exones son funcionales. 
 
Una búsqueda realizada por similitud de secuencias (UCSC Genome Browser) 
entre los ADNc de X. tropicalis secuenciados a la fecha que contienen ORF completo, y 
el gen hex de X. tropicalis identificado predijo que dos ARNm (GenBank ID BC161740 
y BC161249) secuenciados a partir de una biblioteca de expresión de intestino de X. 
tropicalis (Genetic and genomic tools for Xenopus research: The NIH Xenopus 
initiative) podrían transcribirse a partir de este gen (fig. 19A). El alineamiento de los 
polipéptidos predichos desde estos transcriptos (GenBank ID: AAI61740 codificado en 
el ADNc BC161740 y GenBank ID: AAI61249 codificado en el ADNc BC161249) se 
muestra en la figura 21. 
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Figura 21. Alineamiento de los polipéptidos deducidos desde los ARNms que se predice 
que son transcriptos del gen hex de X. tropicalis. Los asteriscos indican los residuos de 
aminoácido conservados en las dos secuencias alineadas. La región polipeptídica divergente 
entre ambos polipéptidos se muestra sombreada en gris. Las secuencias de aminoácidos 
predichas desde las secuencias nucleotídicas de los exones  o  del gen hex de X. tropicalis se 
muestran sombreadas en amarillo o verde, respectivamente, por encima y por debajo de la zona 
con la que se corresponden en el alineamiento. Las flechas rojas señalan los residuos de 
aminoácido que conforman el sitio activo de la Hex. El recuadro 1 muestra los dos residuos de 
aminoácido variables del sitio activo de la Hex que definirían su especificidad como  o .  Las 
flechas negras señalan los residuos de cisteínas que se predice que formarían enlace disulfuro. 
Los recuadros canela muestran los sitios potenciales de N-glucosilación. 
 
Llamativamente el alineamiento de estos polipéptidos muestra que existe una 
elevada identidad de secuencia entre ellos (~95%) excepto en las regiones 
polipeptídicas que definen la especificidad de sus sitios activos como  o  
(sombreados en gris en la fig. 21). El análisis de los residuos de aminoácido que 
componen el sitio activo de la Hex contenidos en estas regiones mostró que el 
polipéptido AAI61249 presenta los residuos de aminoácido NR que definen el sitio 
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activo de tipo , mientras que el polipéptido AAI61740 presenta el residuo de D clave 
que define el sitio activo de tipo (fig. 21, recuadro 1). Interesantemente, las secuencias 
nucleotídicas que codifican estas regiones divergentes en los ADNcs BC161249 y 
BC161740, mostraron un 100% de identidad con las secuencias genómicas de los 
exones  (BC161249) y  (BC161740) del gen hex de X. tropicalis identificado (fig. 
22), permitiendo deducir que son transcriptas a partir de ellos. 
 
 
Figura 22. Alineamiento entre (A) la secuencia nucleotídica del exón  del gen hex de X. 
tropicalis y la secuencia nucleotídica que se corresponde en el ADNc BC161249 
(codificante para AAI61249) y; (B) entre la secuencia nucleotídica del exón  del gen hex 
de X. tropicalis y la secuencia nucleotídica que se corresponde en el ADNc BC161740 
(codificante para AAI61740). Los asteriscos indican los nucleótidos conservados en las dos 
secuencias alineadas. Por encima de los alineamientos se muestra su traducción in silico para 
facilitar la comparación con la figura 21. 
 
Polipéptidos altamente homólogos a los que se predice que son sintetizados a 
partir del gen hex de X. tropicalis fueron encontrados en X. laevis: GenBank ID 
AEJ87970 y GenBank ID AAI59343 (fig. 23). 
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Figura 23. Polipéptidos deducidos de X. laevis (X.l) homólogos a los polipéptidos deducidos 
de X. tropicalis (X.tr) que serían sintetizados desde el gen hex. A- Alineamiento de los 
polipéptidos AEJ87970 de X. laevis y AAI61249 de X. tropicalis y; B- alineamiento de los 
polipéptidos AAI59343 de X. laevis y AAI61740 de X. tropicalis. Los asteriscos indican los 
residuos de aminoácido conservados entre las secuencias alineadas. Las flechas rojas señalizan 
los residuos de aminoácido que conforman el sitio activo de la Hex. El recuadro 1 resalta los 
dos residuos de aminoácido del sitio activo de la Hex que definen su especificidad como           
 (NR; GenBank ID: AAI61249 y AEJ87970) o DY;GenBank ID: AAI61740 y AAI59343. 
Las flechas negras señalan los residuos de cisteínas que se predice que estarían unidos por 
enlace disulfuro. Los recuadros canela muestran los sitios potenciales de N-glucosilación.  
 
Al igual que en X. tropicalis el alineamiento de estos polipéptidos de X. laevis 
mostró una elevada identidad entre ellos (~96%) excepto en los fragmentos 
polipeptídicos que definen la especificidad de sus sitios activos como  o  (fig. 24). 
Interesantemente, estos fragmentos polipeptídicos disímiles (sombreados en gris en la 
figura 24) presentaron una alta similitud (95% de identidad y 99% de similitud) con los 
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fragmentos polipeptídicos deducidos desde los exones  y  del gen hex de X. tropicalis 
(fig. 24). 
 
 
Figura 24. Alineamiento de los polipéptidos deducidos de X. laevis que serían sintetizados 
desde el gen hex de Xenopus. Los asteriscos indican los residuos de aminoácido conservados 
entre las secuencias alineadas. La región polipeptídica divergente entre ambos polipéptidos se 
muestra sombreada en gris. Las secuencias sombreadas en amarillo o verde, por encima y por 
debajo de las secuencias alineadas, muestran las regiones polipeptídicos codificadas en los 
exones  o  del gen hex de X. tropicalis. En negrita se resaltan los residuos de aminoácido 
variables entre el fragmento polipeptídico codificado en el exón  de X. tropicalis y su 
fragmento homólogo en el polipéptido de X. laevis AEJ87970; y entre el fragmento 
polipeptídico codificado por el exón  de X. tropicalis y su fragmento homólogo en el 
polipéptido de X. laevis AAI59343. Las flechas rojas señalan los residuos de aminoácido que 
componen el sitio activo de la Hex. El recuadro 1 muestra los dos residuos de aminoácido 
variables del sitio activo de la Hex que definen su naturaleza como  (NR; en AEJ87970) o 
DY; en AAI59343. Las flechas negras señalan los residuos de cisteína que se predice que 
estarían unidos por enlace disulfuro. Los recuadros canelas muestran los sitios potenciales de  
N-glucosilación. 
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Estos hallazgos sugieren, en su conjunto, que en Xenopus polipéptidos con sitios 
activos Hex de tipo  y  podrían ser sintetizados desde un mismo gen por splicing 
alternativo. 
 
B3- Determinación del número de genes codificantes para las Hexs identificadas en    
X. laevis 
Los hallazgos bioinformáticos encontrados en el apartado anterior permiten 
suponer que en Xenopus, y tal vez en el resto de los anfibios, los polipéptidos con sitios 
activos de tipo  y  que constituyen las Hexs se podrían sintetizar por medio del 
splicing alternativo de los exones contenidos en un mismo gen. Sin embargo, un análisis 
minucioso del alineamiento de estos polipéptidos, tanto en X. laevis como en X. 
tropicalis (fig. 21 y fig. 24), muestra la existencia de pequeñas diferencias entre sus 
secuencias (5/557 residuos de aminoácido entre los polipéptidos de X. tropicalis y 2/553 
residuos de aminoácido entre los polipéptidos de X. laevis) por fuera de la zona que 
sería codificada en los exones alternantes α o β, sugiriendo la existencia de diferentes 
variantes alélicas del gen hex en Xenopus o su reciente duplicación. Esta última 
posibilidad fue estudiada por medio de experimentos de Southern blot, utilizando una 
sonda de 252 pb sintetizada a partir de una región del ADNc JN127371 que se 
corresponde con el primer exón del gen hex de Xenopus (fig. 25). Sin embargo, debido a 
la imposibilidad de conseguir animales de X. tropicalis (anfibio con genoma diploide) 
en nuestro país se utilizó a X. laevis (anfibio con genoma tetraploide) como modelo 
experimental. 
La sonda utilizada presenta, además, un 99,6% de identidad nucleotídica con su 
fragmento homólogo en el ADNc BC159342, siendo capaz de reconocer él, o los genes, 
que dieron origen a ambos ADNcs y como consecuencia a los polipéptidos de tipo  
(AEJ87970 codificado en JN127371) y  (AAI59343; codificado en BC159342) de la 
Hex de X. laevis caracterizados. 
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Figura 25. Alineamiento de los ADNcs codificantes para los polipéptidos de tipo  (ADNc 
JN127371) y  (ADNc BC159342) de la Hex de X. laevis y de la sonda utilizada en el 
experimento de Southern blot (Sonda Southern blot; resaltada en rosa) para determinar el 
número de genes que los codifica. Los asteriscos indican los residuos nucleotídicos 
conservados en las tres secuencias alineadas. Por encima de las secuencias nucleotídicas se 
muestra su traducción in silico para facilitar su comparación con las secuencias polipeptídicas 
alineadas en la figura 24. Las secuencias nucleotídicas que se predice que están codificadas en 
el primer exón del gen hex de Xenopus se muestran sombreadas en gris. El recuadro 1 
(sombreada en amarillo) resalta el único nucleótido que varía entre la sonda y el ADNc 
BC159342. 
 
Los resultados obtenidos en el experimento se muestran en la figura 26. 
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Figura 26. Análisis por Southern blot del número de copias del gen hex caracterizado en el 
genoma de X. laevis. A- Los fragmentos resultantes de la digestión de 15µg de ADNg de        
X. laevis con las enzimas de restricción AvaII, o BstXI, o EcoRI, o HindIII, o NcoI, o PstI 
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 0,7 % p/v y teñidos con bromuro de 
etidio. Control -: ADNg de S. marcescens digerido con la enzima de restricción BamHI. 
Control+: ADN plasmídico linealizado conteniendo el ADNc JN127371 (5,8 kpb).            
ladder 1 kb y  HindIII: marcadores de tamaño molecular Ladder DNA 1kb (Biodynamics) y 
ADNg del bacteriófago lambda digerido con la enzima de restricción HindIII. B- Los 
fragmentos de ADNg provenientes de cada digestión y separados en el gel de agarosa, fueron 
transferidos por capilaridad a una membrana de nylon Hybond
TM
-N
+
 y unidos covalentemente a 
ella por tratamiento térmico. El número de fragmentos de ADNg codificantes para las Hexs de 
X. laevis caracterizadas fueron detectados utilizando una sonda radioactiva (1 x 10
4
 cpm/ml) 
complementaria al primer exón del gen hex de Xenopus caracterizado. 
 
En los experimentos de Southern blot es frecuente la aparición de bandas de 
hibridación de elevado tamaño (~23 kb) ocasionadas por hibridaciones a ADNg 
incompletamente digerido, como se observa en las calles correspondientes a los 
digeridos realizados con las enzimas de restricción EcoRI, HindIII y NcoI. Descartando 
estas bandas, una única banda de hibridación se observa en la calle correspondiente a 
los digeridos de ADNg realizados con las enzimas de restricción BstXI o NcoI. La 
presencia de una única banda de hibridación en estos digeridos sugiere que los ADNc 
codificantes para las polipéptidos de tipo  y  caracterizados para la Hex de Xenopus 
podrían ser sintetizados desde un mismo locus génico, como fue predicho in silico.  
En las calles correspondientes a los digeridos realizados con las enzimas de 
restricción AvaII, EcoRI y HindIII se evidenciaron dos o tres fragmentos de hibridación. 
Dadas las condiciones de temperatura y astringencia utilizadas en este experimento es 
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improbable que estas bandas provengan de hibridaciones inespecíficas. Además, la 
especificidad de la sonda, y las condiciones de alta astringencia utilizadas en este 
experimento, fueron demostradas por la ausencia de bandas de hibridación en el 
digerido de ADNg de S. marcescens (utilizado como control negativo de hibridación) y 
por la presencia de una banda de hibridación del tamaño esperado (~5,8 kpb) en el calle 
de siembra correspondiente al plásmido linealizado que contenía el ADNc JN127371. 
 
 
C- EXPRESIÓN DE LA HEX DE X. LAEVIS CODIFICADA EN EL ADNc 
JN127371 EN CÉLULAS DE OVARIO DE HÁMSTER CHINO 
 
En los apartados anteriores se identificaron ADNc que codifican para Hexs de X. 
laevis y de X. tropicalis y se obtuvieron sus secuencias polipeptídicas por medio de la 
traducción in silico de los ORF contenidos en ellos. La identidad Hex de estos 
polipéptidos fue validada por métodos bioinformáticos a través de la comparación de 
sus secuencias y características estructurales, con las de otras Hex de vertebrados 
caracterizadas. A pesar de ello, la prueba más contundente sobre la verdadera identidad 
bioquímica de una proteína es su actividad biológica. 
Para determinar si la proteína codificada en el ADNc JN127371 es una verdadera 
Hex de X. laevis, como fue predicho por métodos bioinformáticos, se planteó como 
siguiente objetivo expresarla en células eucariotas para evaluar su actividad Hex. 
 
C1- Adecuación del marco de lectura abierto de la Hex de X. laevis codificada en el 
ADNc JN127371 para su expresión en células eucariotas 
Como se describió en el apartado A de este capítulo el ORF codificado en el 
ADNc JN127371 (ORF JN127371 de aquí en adelante) carece de los dos primeros 
residuos nucleotídicos (AT) que compondrían el codón ATG (codificante para un 
residuo de metionina) que señaliza el inicio de la traducción. Con el objetivo de 
reconstituir este codón, en el contexto de una secuencia Kozak que facilite su 
reconocimiento por la maquinaria de traducción de las células eucariotas, se diseñaron 
cebadores específicos (fig. 11; materiales y métodos) que introducirían los residuos 
nucleotídicos AT en la posición predicha por medio de una reacción de PCR. Ambos 
cebadores, además, adicionan sitios de reconocimiento para diferentes enzimas de 
restricción que facilitan el clonado del ORF JN127371 amplificado.  
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Los cebadores anteriormente descriptos fueron utilizados para amplificar por PCR 
un fragmento del ADNc JN127371 que abarca su ORF completo. Un único fragmento 
de ADN del tamaño esperado (~1,7 kpb) fue evidenciado cuando el producto de la 
reacción de PCR fue resuelto por electroforesis en un gel de agarosa (fig. 27). 
 
 
Figura 27. Adecuación por PCR del ORF JN127371 para su expresión en células 
eucariotas. El ORF contenido en el ADNc JN127371 fue amplificado por PCR utilizando los 
cebadores mostrados en la figura 11 (materiales y métodos). El producto de la reacción fue 
resuelto por electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v. Calle 1: Marcador de tamaño molecular 
Ladder 1 kpb (PB-L); Calle 2: reacción de PCR.  
 
El fragmento de ADN amplificado por PCR (ORF JN127371Met) fue clonado en 
el vector pGEM-T Easy y luego subclonado en el vector pcDNA3 para su expresión en 
células eucariotas. La reconstrucción del codón que señaliza el inicio de la traducción en 
el ORF JN127371Met y su integridad traduccional fueron verificados a través de su 
secuenciación completa utilizando los cebadores descriptos en la Tabla III (materiales y 
métodos). La secuencia obtenida es mostrada en la figura 28. 
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AATCGGCCGAGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTGAATCGATAGATCT      68 
 
             M  A  L  R  R  V  A  V  L  G  I  L  S  L  S  F  Y  L  S    19 
AAGCTTGCCACCATGGCTCTGCGGCGAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTTATCTGTC     136 
 
  P  S  L  C  L  R  S  H  S  H  G  E  L  L  D  A  E  T  Q  L  T  V      41 
CCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGGGAGCTGCTGGATGCGGAGACGCAATTGACTGTAG     204 
 
A  E  D  S  P  Y  G  S  L  W  P  L  P  Q  T  V  T  F  S  A  D  T  F     64 
CCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCTGTGGCCGCTGCCTCAAACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTC     272 
 
 R  I  P  P  S  A  F  S  I  V  H  G  S  G  S  T  V  G  A  S  C  V  M    87 
CGCATCCCGCCGTCCGCCTTCAGCATTGTGCATGGCTCGGGCTCCACAGTGGGCGCTTCCTGTGTGAT     340 
 
  L  Q  D  A  F  R  R  Y  Y  D  Y  I  F  G  Y  S  K  W  K  H  L  S     109 
GCTGCAGGATGCCTTCCGCAGGTATTACGATTACATATTTGGCTATTCCAAATGGAAACATTTGTCTA     408 
 
K  K  P  S  D  A  G  Q  L  L  Q  L  Q  V  I  I  L  S  Q  D  H  E  C    132 
AAAAGCCCTCTGATGCTGGCCAGTTGCTGCAGCTTCAGGTTATAATTCTTTCTCAGGATCATGAATGC     476 
 
 H  Q  Y  P  T  V  K  S  D  E  S  Y  E  L  S  V  G  E  N  V  A  V  L   155 
CATCAGTATCCCACTGTTAAATCAGATGAATCATATGAACTGAGTGTTGGAGAGAATGTCGCTGTCCT     544 
 
  K  A  K  Q  V  W  G  A  L  R  G  L  E  T  F  S  Q  L  I  Y  E  D     177 
GAAAGCAAAGCAAGTTTGGGGCGCTCTCAGAGGGCTGGAGACTTTCAGTCAACTCATCTATGAAGACA     612 
 
S  F  G  A  F  L  I  N  K  T  H  I  E  D  S  P  R  F  A  H  R  G  V    200 
GTTTTGGAGCTTTTCTGATCAACAAGACTCATATAGAGGATTCCCCAAGGTTTGCACACAGAGGAGTT     680 
 
 L  L  D  T  S  R  H  Y  L  P  L  K  T  I  F  L  N  L  D  A  M  A  F   223 
CTACTGGACACTTCCAGGCATTACCTGCCGCTCAAAACCATTTTTCTGAACTTGGACGCAATGGCGTT     748 
 
  N  K  F  N  V  F  H  W  H  I  V  D  D  P  S  F  P  Y  Q  S  V  T     245 
TAACAAGTTTAATGTGTTTCACTGGCATATTGTTGATGATCCATCTTTCCCCTACCAGAGTGTTACTT     816 
 
F  P  D  L  S  D  K  G  S  Y  H  P  Y  T  H  V  Y  T  P  I  D  V  R    268 
TTCCTGATCTAAGTGACAAGGGTTCTTATCACCCATACACACACGTTTATACCCCCATTGATGTCCGG     884 
 
 M  V  I  E  F  A  R  M  R  G  I  R  V  V  P  E  F  D  S  P  G  H  T   291 
ATGGTGATTGAATTTGCTAGAATGAGAGGAATTCGTGTTGTACCAGAGTTTGATTCACCGGGACATAC     952 
 
  D  S  W  G  K  G  Q  Q  N  L  L  T  P  C  F  N  K  E  K  L  T  G     313 
GGATTCTTGGGGTAAAGGGCAACAAAATCTTTTAACTCCTTGCTTCAACAAAGAAAAGCTGACCGGTA    1020 
 
T  F  G  P  V  N  P  I  L  N  D  T  Y  N  F  M  Y  T  F  F  Q  E  V    336 
CATTTGGCCCTGTCAATCCCATCCTAAATGATACTTACAATTTCATGTACACGTTTTTTCAAGAAGTC    1088 
 
 S  K  V  F  P  D  Q  Y  I  H  L  G  G  D  E  V  D  F  S  C  W  R  S   359 
AGCAAAGTTTTCCCTGATCAATACATCCACTTAGGAGGGGATGAAGTAGACTTTTCTTGCTGGAGATC    1156 
 
  N  P  D  V  T  K  F  M  T  D  R  G  F  G  T  D  Y  C  K  L  E  S     381 
AAATCCGGATGTTACCAAATTTATGACTGACCGTGGCTTTGGCACAGACTACTGCAAGCTAGAATCAT    1224 
 
Y  Y  I  Q  Q  I  L  G  I  V  S  S  L  K  K  G  Y  M  V  W  Q  E  V    404 
ATTACATCCAGCAAATCTTGGGCATAGTCTCATCTCTTAAGAAGGGCTACATGGTCTGGCAGGAGGTC    1292 
 
 F  D  N  N  V  K  L  N  P  D  T  I  I  E  V  W  K  E  K  L  Y  Q  E   427 
TTTGATAACAATGTAAAGTTGAATCCAGACACCATAATTGAAGTGTGGAAGGAGAAGCTGTATCAAGA    1360 
 
  E  M  A  A  V  T  A  A  G  F  Q  A  L  L  S  S  P  W  Y  L  N  R     449 
GGAAATGGCAGCTGTTACAGCTGCCGGCTTCCAAGCCCTTCTTTCCTCTCCTTGGTATCTAAATCGCA    1428 
 
I  S  Y  G  Q  D  W  I  Q  V  Y  R  V  E  P  T  N  F  N  G  T  A  Q    472 
TCTCATATGGTCAGGACTGGATCCAGGTCTACAGAGTTGAACCAACCAATTTTAATGGAACTGCCCAA    1496 
 
 Q  K  Q  L  V  I  G  G  E  A  C  L  W  G  E  F  V  D  A  T  N  L  T   495 
CAGAAGCAGCTTGTGATTGGAGGGGAAGCCTGTTTGTGGGGTGAATTTGTGGACGCCACCAATCTTAC   1564 
 
  P  R  L  W  P  R  A  S  A  V  A  E  R  L  W  S  S  Q  S  V  T  S     517 
TCCAAGACTATGGCCTCGAGCGAGTGCTGTAGCTGAAAGATTATGGAGCAGCCAGAGTGTGACGTCGG    1632 
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V  G  D  A  Y  N  R  L  V  K  H  R  C  R  M  V  R  R  G  I  A  A  E    540 
TGGGAGATGCTTACAATCGGCTTGTGAAACATCGCTGCCGCATGGTCAGGCGCGGAATAGCAGCTGAG    1700 
 
 P  L  Y  V  G  Y  C  D  H  E  L  D  V  .                              553 
CCTTTATACGTGGGCTACTGTGACCATGAGCTGGATGTCTGAATTGGTCACATGACACTGCAATTCTT    1768 
GCACCACCCGGGTCTAGAACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAG    1836 
CTCCCAACCGCGTTGGAAGCCAAGGTTT                                            1864 
 
Figura 28. Secuencia completa del inserto contenido en el plásmido pcDNA3-Hex. La 
secuencia completa del inserto contenido en el plásmido pcDNA3-Hex fue obtenida por 
superposición de las secuencias parciales obtenidas con los cebadores SP6 y T7 (provistos en el 
plásmido pcDNA3) y de los cebadores directo y reverso mostrados en la tabla III. Las 
secuencias subrayadas corresponden a los cebadores directo y reverso utilizados en la reacción 
de PCR. Sombreada en gris se muestra la secuencia Kozak conteniendo el codón ATG (en 
negrita) que señaliza el sitio de inicio de la traducción. Por encima de la secuencia nucleotídica 
se muestra la traducción in silico del ORF obtenido para facilitar su comparación con la 
secuencia presentada en la fig. 15. 
 
En esta secuencia se puede verificar la introducción del codón ATG que señaliza 
el inicio de la traducción en el sitio predicho (capítulo III; apartado A) y la ausencia de 
mutaciones en el ORF JN127371Met. 
 
C2- Expresión de la Hex de X. laevis codificada en el ADNc JN127371            
(GenBank ID: AEJ87970) en células de ovario de hámster chino 
La actividad enzimática de una proteína expresada en forma heteróloga requiere 
de su correcto plegamiento y procesamiento postraduccional. En este sentido, la Hex de 
humano pudo ser expresada con actividad en cultivos in vitro de células derivadas de 
ovario de hámster chino (CHO) (Miranda y col., 2000; Hou y col., 2000; Sinici y col., 
2006). En consecuencia, la línea celular CHO-K1 (CHO de aquí en adelante) fue 
seleccionada para evaluar la expresión y actividad de la putativa Hex de X. laevis 
codificada en el ORF JN127371Met. 
 
C2A- Transfección de células de ovario de hámster chino con el ADNc JN127371 
El vector pcDNA3-Hex fue transfectado en células CHO mantenidas en cultivo 
una vez alcanzado el 70% de confluencia celular. Para evaluar la eficiencia de la 
transfección, se transfectaron separadamente células CHO con el vector reportero 
phrGFP (Agilent Technologies) en igualdad de condiciones. Este último vector, una vez 
ingresado a la célula, es capaz de dirigir la expresión de la proteína fluorescente verde 
(GFP) bajo el control del promotor constitutivo fuerte del citomegalovirus humano 
(CMV). En consecuencia, las células que recibieron el vector y que expresan a GFP se 
pueden evidenciar por microscopía de fluorescencia siguiendo la emisión de luz verde. 
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Debido a que fue reportada la existencia de Hexs endógenas en las células CHO 
(Sinici y col., 2004) también se realizaron réplicas de los cultivos, que no fueron 
transfectados, para determinar la actividad Hex basal en éstas células. 
 
Las micrografías obtenidas en los cultivos control de células CHO transfectados 
con el vector phrGFP nos permitieron calcular una eficiencia de transfección 
aproximada de 15% (figura 29). En base a ello se podría suponer que la misma 
eficiencia de transfección fue alcanzada para las células CHO transfectadas con 
pcDNA3-Hex. 
 
 
Figura 29. Transfección de células CHO con phrGFP. Micrografías de campo claro (A) y de 
fluorescencia verde (B) de los cultivos de células CHO transfectadas con el plásmido phrGFP. 
C: superposición de las micrografías A y B evidenciando la expresión de la proteína GPF en las 
células que fueron eficientemente transfectadas. Las flechas amarillas señalan algunas de las 
células que expresan GFP. Las imágenes corresponden a 24 h postransfección. 
 
Una vez determinada la funcionalidad y la eficiencia de la transfección, las células 
CHO transfectadas con el vector pcDNA3-Hex, y sin transfectar, fueron mantenidas en 
cultivo por 48 h. Trascurrido este plazo las células fueron cosechadas mediante la 
adición de tripsina y los extractos celulares totales fueron obtenidos en buffer fosfato 
pH=6,0 por medio de cuatro ciclos de congelamiento y descongelamiento (Sinici y col., 
2006). La presencia de polipéptidos provenientes de la expresión del ORF 
JN127371Met fue verificada por Western blot utilizando anticuerpos policlonales 
específicos obtenidos en nuestro laboratorio capaces de reconocer su región N-terminal 
(fig. 30). Estos anticuerpos (antisueros) fueron denominados anti-GST/Hex                 
(-GST/Hex) ya que se obtuvieron mediante la inoculación en conejo de la región      
N-terminal del polipéptido codificado en el ORF JN127371 (GenBank ID: AEJ87970) 
(ver fig. 17) fusionada a la proteína glutatión S-transferasa (GST). La obtención y 
validación de los anticuerpos -GST/Hex se describe en detalle en el capítulo IV. 
 
_________________III: Caracterización bioquímica y molecular de la Hex de anfibios 
91 
 
 
Figura 30. Análisis por Western blot de la expresión del ORF JN127371Met en células 
CHO. Las proteínas provenientes de extractos celulares totales de las células CHO 
transfectados con el vector pcDNA3-Hex (+) y no transfectados (-) fueron resueltas en        
SDS-PAGE al 12% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. A- Inmunodetección con el 
antisuero -GST/Hex. Las flechas blancas señalan los polipéptidos heterólogos.                       
B- Inmunodetección conjunta con anticuerpos -GST y suero preinmune (-GST + p.i.). La 
cantidad de proteínas totales sembradas en cada calle fue verificada incubando la membrana con 
anticuerpos comerciales anti-actina (-actina). 
 
Como se observa en la figura 30, siete bandas proteicas de: ~64 kDa; ~59 kDa; 
~56 kDa; ~50 kDa; ~45 kDa; ~28 kDa y ~25 kDa fueron evidenciadas cuando los 
extractos celulares totales provenientes de las células CHO transfectadas con el vector 
pcDNA3-Hex fueron inmunodetectados con los anticuerpos -GST/Hex. Los 
polipéptidos de 64 kDa y 59 kDa también fueron evidenciados cuando los mismos 
extractos fueron expuestos a los anticuerpos control (suero pre-inmune y -GST) 
mostrando ser inespecíficos. Las proteínas de 45 kDa, 28 kDa y 25 kDa fueron 
evidenciadas tanto en los extractos celulares totales provenientes de células CHO 
transfectadas como en aquellos provenientes de las células CHO no transfectadas. La 
presencia de actividad Hex endógena en los extractos de células CHO fue previamente 
reportada (Sinici y col., 2004; Sinici y col., 2006). En experimentos de SDS-PAGE fue 
encontrado que las isoformas A y B de la Hex presente en la placenta humana están 
constituidas por tres proteínas de ~53 kDa (subunidad  madura), ~30 kDa (subunidad 
a) y ~26 kDa (subunidad b) (Mahuran y col., 1988). Basados en estos reportes, y en 
que la región N-terminal del polipéptido utilizado para obtener los anticuerpos             
-GST/Hex contiene un pequeño péptido altamente conservado entre las Hexs, aún 
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entre Hex de especies filogenéticamente distantes (fig. 17, recuadro 1), es probable que 
estas bandas provengan del reconocimiento específico de las subunidades que 
constituyen a las Hexs endógenas presentes en las células CHO. Finalmente, las 
proteínas de ~56 kDa y ~50 kDa mostraron ser específicas y estuvieron sólo presentes 
en los extractos celulares provenientes de las células CHO transfectadas con el vector 
pcDNA3-Hex, sugiriendo su síntesis a partir del ORF JN127371 introducido en ellas. 
 
C2B- Análisis de la actividad Hex en las células ovario de hámster chino transfectadas 
con el ADNc JN127371 
Como mencionamos en la introducción, los dos residuos de aminoácido variables 
entre los sitios activos de las subunidades  y  que componen las distintas isoformas 
de la Hex en humano (Asn423 y Arg424 en el sitio activo  y Asp452 y Leu453 en el ) 
serían responsables de la especificidad de los sustratos que pueden metabolizar. 
Mientras que ambas subunidades pueden metabolizar sustratos neutros, la presencia del 
Aspartato452 negativamente cargado en el sitio activo de la subunidad  repele a los 
sustratos negativamente cargados, siendo sólo la subunidad  capaz de metabolizarlos. 
Como consecuencia, a pesar de que las 3 isoformas de la Hex caracterizadas en 
mamíferos (A(), B() y S()) pueden metabolizar sustratos neutros, sólo las 
isoformas A y S, conteniendo subunidades  en su estructura, pueden metabolizar 
sustratos negativos. 
Con el objetivo de determinar si la transfección de las células CHO con el vector 
pcDNA3-Hex produce un aumento significativo en alguna de las actividades Hex 
celulares, se estimó la velocidad de metabolización de los sustratos MUG (metabolizado 
por todas las isoformas de las Hexs) y MUGS (metabolizado por las subunidades  
encontradas sólo en las isoformas A y/o S) en los extractos celulares totales 
provenientes de las células CHO transfectadas y control (no transfectadas). Los 
resultados obtenidos se muestran en la figura 31. 
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Figura 31. Actividad Hex total y HexA/S en los extractos celulares totales provenientes de 
las células CHO transfectadas con pcDNA3-Hex y control. A- La actividad específica Hex 
total y B- Hex de tipo A/S presente en las células CHO transfectadas con el vector        
pcDNA3-Hex (pcDNA3-Hex) y en las células CHO no transfectadas (Control) fue estimada en 
forma separada utilizando los sustratos fluorogénicos MUG y MUGS, respectivamente. Para 
ello se midió la velocidad de aumento de las unidades de fluorescencia (=450nm) por minuto 
[(UF/t(min)], y por microgramo de proteínas totales, en sus extractos celulares totales. Las 
barras representan el promedio y el desvío estándar obtenido de cuatro experimentos de 
transfección realizados de forma independiente. Los valores obtenidos fueron analizados 
estadísticamente mediante un ensayo t de Student. 
 
La comparación de las actividades Hexs en los extractos celulares totales 
provenientes de las células CHO no transfectadas (fig. 31 A y B; barras control) muestra 
que la actividad Hex total basal presente en las células CHO (fig. 31A; barra control) es 
al menos 7 veces mayor que la actividad Hex de tipos A/S basal (fig. 31B; barra 
control), siendo esta última muy baja. 
Control pcDNA3-Hex
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6 actividad Hex total
A-
[
U
F
/
t(
m
in
)]
 x
 
g
 p
ro
t.
 t
o
ta
l-1
p = 0,621
Control pcDNA3-Hex
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
actividad Hex A/S
[
U
F
/
t(
m
in
)]
 x
 
g
 p
ro
t.
 t
o
ta
l-1
B-
p = 0,029
**
_________________III: Caracterización bioquímica y molecular de la Hex de anfibios 
94 
 
Además, la comparación de las actividades Hex total (fig. 31A) y Hex de tipo A/S 
(fig. 31B) obtenidas en los extractos celulares totales provenientes de las células CHO 
transfectadas con el vector pcDNA3-Hex y control muestra que a pesar de que no hubo 
un aumento significativo de la actividad Hex total en las células luego de la transfección 
(fig. 31A), sí hubo un aumento significativo en la actividad Hex de tipo A/S (fig. 31B). 
Estos resultados serían concordantes con lo esperado para una sobreexpresión de 
polipéptidos Hex con sitios activos de tipo  en las células CHO transfectadas; y 
representan el primer reporte sobre la expresión con actividad de una Hex de anfibio en 
células eucariotas. 
 
 
DISCUSIÓN 
Las glucosidasas han sido involucradas en diferentes etapas de la fecundación, 
desde la interacción inicial entre los gametos hasta la prevención de la polispermia, en 
numerosas especies de animales. 
A pesar de la existencia de un profundo conocimiento bioquímico sobre las Hexs 
en los mamíferos (Proia y col., 1984; Proia, 1988; Mahuran y col., 1988; Schuette y 
col., 2001; Mark y col., 2003; Lemieux y col., 2006), muy poco era conocido sobre la 
estructura molecular de la Hex en otros vertebrados, incluido los anfibios. 
Es este capítulo, utilizando pequeños péptidos conservados de las regiones N-
terminal, central y C-terminal de ocho Hexs de vertebrado conocidas se pudo identificar 
al ADNc codificante para una putativa Hex de X. laevis. Esta secuencia fue depositada 
para su libre acceso en la base de datos GenBank con número de acceso JN127371. 
La adjudicación de identidad Hex al polipéptido codificado en el ADNc 
JN127371 (GenBank ID: AEJ87970) fue realizada en primera instancia por métodos 
bioinformáticos. El análisis de su secuencia polipeptídica mostró la presencia de dos 
dominios proteicos (-acetil hexosaminidasa-like y catalítico) que están presentes en 
todos los miembros de la familia 20 de las glucósido hidrolasas, a la cual pertenecen 
todas las Hexs caracterizadas. Este polipéptido mostró, además, una alta similitud de 
secuencia con otras Hexs de mamíferos caracterizadas, incluyendo las subunidades  y 
 que constituyen las Hexs de humano, y también con la Hex de un animal 
filogenéticamente distante como la ascidia P. mammillata (O'Dowd y col., 1985; 
Korneluk y col., 1986; Koyanagi y Honegger, 2003). También mostró la conservación 
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de todas las características estructurales encontradas a nivel molecular en las 
subunidades  y  de humano (conservación de todos los residuos de aminoácido que 
componen el sitio activo de la Hex, de todos los residuos de cisteína involucrados en la 
formación de uniones disulfuro, y de los sitios de N-glucosilación). La conservación de 
todas estas características estructurales que definen a las Hexs, y la similitud de su 
secuencia polipeptídica con la secuencia polipeptídica de las subunidades  y  de 
humano (Myerowitz y col., 1985; Korneluk y col., 1986), y con la secuencia 
polipeptídica de otras Hex caracterizadas (ratón (Bapat y col., 1988; Beccari y col., 
1992), gato (Muldoon y col., 1994), P. mammillata (Koyanagi y Honegger, 2003)), nos 
permitieron concluir con un alto grado de certeza que el polipéptido AEJ87970 
pertenece a una verdadera Hex de X. laevis. Además, el polipéptido AEJ87970 conservó 
los residuos de aminoácido (NR) que definen el sitio activo  en las subunidades que 
constituyen las Hexs de humano, permitiendo predecir su naturaleza de tipo . La 
publicación de la secuencia polipeptídica de esta Hex representó el primer informe 
reportado en la literatura mostrando la secuencia primaria de una Hex de anfibio 
(Morales y col., 2012). 
Una búsqueda por homología de secuencias realizada en bases de datos de libre 
acceso nos permitió identificar otros ADNcs de ORF completo codificantes de Hexs, 
tanto de X. laevis como de X. tropicalis. Estas Hexs presentaron todas las características 
estructurales que definen a las Hexs a nivel molecular. Además, el análisis de los sitios 
activos en los polipéptidos deducidos nos permitió predecir que estos ADNcs 
codificaban polipéptidos tanto de tipo  como de tipo  en ambas especies. 
 
A pesar de que existe un amplio conocimiento sobre los genes HEXA y HEXB de 
humano, ningún gen codificante para una Hex había sido reportado en los anfibios. En 
este trabajo de tesis, logramos identificar una secuencia genómica de 24,7 kpb 
correspondiente a un gen hex de X. tropicalis. Esta secuencia estaba anotada en forma 
automática como un putativo gen codificante para Hexs. Sin embargo, ningún estudio 
había sido realizado para abordar en profundidad su caracterización. 
Un análisis comparativo entre los genes HEXA, HEXB y hex, y de sus 
correspondientes transcriptos, mostró que el gen hex de X. tropicalis posee dos copias 
del exón que se corresponde con el exón 11 de los genes de humano que codifica para el 
fragmento polipeptídico que define la especificidad del sitio catalítico en las 
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subunidades  (HEXA) o  (HEXB). Estos exones mostraron que pueden ser 
correctamente procesados por la maquinaria de splicing y fueron utilizados 
alternativamente para generar los transcriptos que dieron origen a los polipéptidos tipo 
 o  de Xenopus identificados. Teniendo en cuenta la presencia de este exón múltiple 
en Xenopus, el número de exones que codifican para polipéptidos de tipo  o  en los 
anfibios fue igual al número de exones presentes en los genes HEXA y HEXB de 
humano (Proia, 1988; Proia y Soravia; 1987). Estos hallazgos nos permitieron proponer 
la hipótesis de que en Xenopus, y tal vez en el resto de los anfibios, los polipéptidos de 
tipo  y  que dan origen a las distintas isoformas de la Hex podrían sintetizarse desde 
un mismo gen por splicing alternativo, a diferencia de los mamíferos donde ambas 
subunidades son sintetizadas desde genes separados (Proia, 1988). 
Sin embargo, los alineamientos de secuencias entre las Hex de tipo  y  de 
Xenopus que serían sintetizadas por splicing alternativo desde el gen hex mostraron la 
existencia de pequeñas diferencias entre sus residuos de aminoácido por fuera de la 
región de splicing. Estos cambios puntuales sugirieron la posible existencia de 
diferentes variantes alélicas de este gen o su reciente duplicación. El estudio de estas 
hipótesis fue abordado en X. laevis por medio de experimentos de Southern blot 
utilizando una sonda capaz de reconocer la, o las, secuencias genómicas que dieron 
origen a los polipéptidos de ambas Hexs. Los resultados obtenidos con 2 de las 6 
enzimas de restricción utilizadas para digerir el ADNg de X. laevis (BstXI y NcoI) 
mostraron una única banda de hibridación, sugiriendo que los ARNm (ADNc) que dan 
origen a las Hex de tipo  y  de X. laevis caracterizadas serían transcriptos desde 
diferentes variantes alélicas del mismo locus génico. Sin embargo, los digeridos 
realizados con las enzimas AvaI, EcoRI, HindIII y PstI mostraron la presencia de al 
menos tres fragmentos de ADNg conteniendo estas secuencias. La ausencia de bandas 
de hibridación en el genoma digerido de S. marcescens descartó la posibilidad de que 
estas hibridaciones sean inespecíficas. Teniendo en cuenta que X. laevis es un anfibio 
tetraploide que posee su genoma duplicado (Bisbee y col., 1977), la presencia de esta 
multiplicidad de bandas de hibridación podría ser explicada por la existencia de 
polimorfismos genéticos entre cromosomas homólogos que generarían distintos 
patrones de restricción. La presencia de polimorfismos genéticos entre cromosomas 
homólogos de X. laevis que llevan a la aparición de multiplicidad de bandas en los 
experimentos de Southern blot ha sido informada previamente (Stutz y Spohr, 1986).  
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De este modo, a pesar de que la falta de consistencia en los resultados encontrados 
dificultan la interpretación de este experimento, la detección de un único fragmento 
génico en dos de los digeridos realizados sostienen la hipótesis de que en Xenopus un 
mismo gen hex podría dar origen a polipéptidos de tipo  y por splicing alternativo. 
 
La naturaleza Hex de los polipéptidos identificadas en Xenopus fue determinada 
en primera instancia por métodos bioinformáticos a través de la comparación de su 
secuencia primaria y características estructurales con la de otras Hexs caracterizadas. 
Sin embargo, la verdadera identidad bioquímica de una proteína queda determinada por 
su actividad biológica, lo que requiere de su correcto plegamiento. 
Reportes previos habían informado la expresión exitosa y con actividad biológica 
de la subunidad  que constituye las Hexs A y B de humano en células CHO (Miranda y 
col., 2000; Sinici y col., 2004). Basados en estos reportes, el vector pcDNA3-Hex fue 
transfectado en células de la línea celular CHO-K1. La eficiencia de transfección se 
determinó por la transfección paralela de células CHO-K1 con el vector phrGFP. Fue 
estimado que en promedio, un 15% de las células sometidas a transfección con el vector 
pcDNA3-Hex habrían recibido y expresaban el ADNc JN127371. La síntesis de la 
proteína codificada en el ADNc JN127371 por las células CHO transfectadas quedó 
demostrada en experimentos de Western blot realizados con el antisuero -GST/Hex 
por la presencia de 2 polipéptidos en los extractos celulares totales provenientes de las 
células CHO transfectadas con el vector pcDNA3-Hex que no estaban presentes en los 
extractos celulares control. Los pesos moleculares obtenidos para estos polipéptidos 
fueron ~56 kDa y ~50 kDa, mientras que el peso molecular esperado para el polipéptido 
codificado en el ADNc JN127371, luego de proteólisis de su péptido señal, es de ~60,5 
kDa. 
Como se describió en la introducción, las subunidades  y  que constituyen las 
distintas isoformas de la Hex (A, B y S) en humano son sintetizadas como pre-pro-
precursores (Mahuran y col., 1987). Sus estructuras maduras son obtenidas luego de su 
procesamiento proteolítico y glucosilación a lo largo del camino que las conduce desde 
el retículo endoplásmico al lisosoma. El pre-pro-polipéptido  pierde el péptido señal de 
anclaje al RER (~2,3 kDa), y sufre la ruptura endoproteolítica de un pro-péptido          
N-terminal de ~10 kDa. Además, sufre un procesamiento proteolítico posterior que 
remueve un tri o tetrapéptido interno que está expuesto en su estructura. Esto genera las 
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dos mitades, b y a, encontradas en la subunidad  madura (Mahuran y col., 1988). 
Diferencialmente, el pre-pro-precursor de la subunidad  sólo sufre la ruptura 
proteolítica de su péptido señal de anclaje al RER (~2,3 kDa) y de un pro-péptido 
ubicado en su extremo N-terminal de ~8,0  kDa (Mahuran y col., 1988). Estos 
procesamientos fueron claramente evidenciados cuando las isoformas HexA () y 
HexB (), purificadas desde placenta humana, fueron analizadas por SDS-PAGE en 
condiciones reductoras (Mahuran y col., 1988). Estos investigadores observaron que 
mientras que la subunidad  es evidenciada como 2 polipéptidos de ~26 kDa (b) y ~30 
kDa (a), la subunidad  aparece como una única banda proteica de ~53 kDa. Teniendo 
en cuenta este reporte, se podría suponer que los polipéptidos de ~56 kDa y ~50 kDa 
originados desde el ADNc JN127371 transfectado en las células CHO podrían 
representar al pro-polipéptido y la proteína madura de un precursor de tipo  de X. 
laevis. La presencia del pro-polipéptido (~64 kDa) y la proteína madura (24-28 kDa) fue 
evidenciada por otros autores cuando la subunidad  humana fue sobreexpresada en 
células CHO (Hou y col., 2000; Sinici y col., 2004; Sinici y col., 2006). El vector 
pcDNA3 dirige la expresión de la proteína recombinante desde el promotor constitutivo 
fuerte del citomegalovirus humano (CMV). Es probable que la producción de           
pro-polipéptidos en las células transfectantes haya sido lo suficientemente alta como 
para saturar la maquinaria celular que da origen a su procesamiento, y como 
consecuencia se evidencie junto a la proteína madura en los extractos celulares. Sin 
embargo, la existencia de un paralelismo entre los procesamientos reportados para las 
subunidades que constituyen las Hex de humano y las Hexs de Anfibio aguarda a ser 
demostrado. 
 
La verdadera identidad Hex de la proteína codificada en el ADNc JN127371 fue 
demostrada de manera contundente mediante ensayos de actividad Hex realizados con 
los sustratos MUG y MUGS. En estos experimentos de transfección transiente, se 
demostró que a pesar de que no hubo un aumento de la actividad Hex total de las células 
CHO luego de la transfección con el vector pcDNA3-Hex, si hubo un aumento 
significativo de la actividad Hex de tipo A/S. Debido a que sólo el sitio activo  puede 
metabolizar sustratos negativamente cargados como el MUGS (Lemieux y col., 2006) 
este resultado demuestra no sólo la identidad Hex del polipéptido codificado en el 
ADNc JN127371 sino, además, su naturaleza de tipo  como había sido predicho a parir 
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del análisis in silico de su sitio activo. El análisis cualitativo de los resultados obtenidos 
muestra concordancia con lo esperado para la sobreexpresión de polipéptidos de tipo  
en un porcentaje reducido de las células sometidas a transfección, como en el caso de 
los experimentos realizados en esta tesis (~15% de células transfectantes). La actividad 
Hex total basal obtenida en las células CHO no transfectadas fue mucho mayor que la 
actividad Hex de tipo A/S basal, lo que sugiere que existe una escasa expresión de 
subunidades  en estas células. De este modo, se podría pensar que la sobreexpresión de 
polipéptidos de tipo  sólo en un pequeño porcentaje de las células que fueron 
sometidas a transfección no fue suficiente como para elevar de manera significativa la 
elevada actividad Hex total basal preexistente en los extractos celulares totales 
provenientes del total de las células utilizadas en el experimento de transfección. Por el 
contrario, la pequeña actividad Hex de tipo A/S basal preexistente en estos extractos sí 
permitió evidenciar el aumento de esta actividad resultante de la sobreexpresión del 
polipéptido de tipo  codificado en el ADNc JN127371 en las escasas células 
transfectantes. 
 
En humanos ha sido reportado que las isoformas A, B y S de la Hex metabolizan a 
los sustratos MUG y MUGS con distinta velocidad y afinidad (Kytzia y Sandhoff, 1985; 
Hepbildikler y col., 2002). La estructura y los parámetros cinéticos de la/s Hex/s 
resultantes de la sobreexpresión del polipéptido codificado en al ADNc JN127371 en 
las células CHO no fue determinada. De este modo, el análisis cuantitativo de las 
actividades Hex (total y A/S) obtenidas en este experimento no fue llevado a cabo, 
puesto que requeriría de la purificación de cada una de las isoformas presente en los 
extractos de las células CHO (transfectadas y control), y de la determinación de sus 
parámetros cinéticos y cantidades relativas. Estos experimentos no fueron realizados en 
este trabajo de tesis por estar fuera del alcance de los objetivos planteados. 
 
Los resultados obtenidos en este capítulo nos permiten concluir certeramente que 
el ADNc JN127371 codifica una verdadera Hex de X. laevis de tipo . De manera 
extensiva la identidad Hex podría asignarse con un alto grado de certeza al resto de los 
polipéptidos caracterizados tanto en X. laevis como en X. tropicalis y al gen 
identificado. 
Estos resultados representan el primer reporte sobre la caracterización de una Hex 
de anfibio a nivel molecular y bioquímico. 
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OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-HEX 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Los anticuerpos han resultado de gran utilidad en la caracterización bioquímica de 
proteínas. En este campo, han sido utilizados en numerosas aplicaciones, desde el 
estudio de la estructura y el tamaño molecular de las proteínas que reconocen, hasta la 
determinación de su función y localización subcelular. 
 
Como fue mencionado en la introducción, la Hex ha sido vinculada a la 
fecundación en numerosas especies de animales, incluyendo a los anfibios. En X. laevis 
una Hex presente en los gránulos corticales de los ovocitos participa en la prevención de 
la polispermia (Greve y col., 1985; Prody y col., 1985; Vo y Hedrick, 2003). La Hex de 
espermatozoides de R. arenarum fue capaz de interaccionar con la EV solubilizada de 
ovocitos homólogos (Martinez y col., 2000). Sin embargo, la estructura molecular de la 
Hex presente en los gametos de los anfibios es desconocida, y aún no se ha determinado 
la localización subcelular de la Hex en los gametos de R. arenarum. De este modo, 
como un prerrequisito para avanzar sobre estas determinaciones, nos propusimos 
obtener anticuerpos específicos capaces de reconocerla. 
 
En la primera parte de esta tesis se identificaron y caracterizaron varias secuencias 
de ADNc codificantes para Hexs de X. laevis y X. tropicalis. Además, se sintetizó la 
Hex AEJ87970 de X. laevis en células CHO. Sin embargo, la cantidad de Hex obtenida 
en estos experimentos fue muy baja, y los costos requeridos para obtenerla en la 
cantidad necesaria para realizar un protocolo de inoculación en conejo que permitiese 
obtener anticuerpos anti-Hex (~200 g de proteína pura) hicieron esta metodología 
inviable en nuestro laboratorio. Como una opción económica, se intentó la obtención de 
anticuerpos anti-Hex en conejo a partir de la síntesis recombinante de la Hex AEJ87970 
de X. laevis en células de E. coli. 
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RESULTADOS  
 
A- SÍNTESIS DE LA HEX AEJ87970 DE X. LAEVIS EN E. COLI 
La síntesis de la Hex AEJ87970 de X. laevis (sin su péptido señal de anclaje al 
RER) fue evaluada en distintas cepas de E. coli y plásmidos de expresión: células de E. 
coli BL21 CodonPlus (Novagen; optimizadas para la expresión de genes heterólogos 
eucariotas) transformadas con el plásmido pEF1/HistA (promotor T7; Invitrogen); 
células de E. coli BL21 (DE3), BL21 pLys (adecuadas para la expresión de genes 
tóxicos) y BL21 CodonPlus
TM
 (Novagen) transformadas con plásmido pRSET-C 
(Invitrogen; promotor T7); y células de E. coli M15[pREP4], que en ausencia de 
inductor aseguran una expresión basal nula de la proteína recombinante, transformadas 
con el vector pQE31 (Qiagen, promotor T5). Para cada uno de los cultivos 
transformantes se probaron distintas condiciones de síntesis, como la temperatura del 
cultivo (37 °C y 25 °C), la concentración de inductor (IPTG desde 0,1 mM a 10 mM) y 
la etapa de crecimiento del cultivo en el momento de la inducción (D.O.600nm entre 0,3 y 
0,6), y a pesar de ello ninguna proteína recombinante fue observada cuando los 
extractos celulares totales fueron analizados a distintos tiempos posinducción (entre 1 y 
16 horas) por SDS-PAGE teñidos con Coomasie blue (dato no mostrado). 
 
Como una alternativa, se evaluó la expresión en células de E. coli de un fragmento 
de la Hex que fuese adecuado para la obtención de anticuerpos. 
 
B- SÍNTESIS DE UN FRAGMENTO N-TERMINAL DE LA HEX AEJ87970 DE 
X. LAEVIS EN E. COLI 
Estudios realizados in silico muestran que la región amino terminal de la Hex 
AEJ87970 de X. laevis posee zonas potencialmente antigénicas necesarias para la 
obtención de anticuerpos (fig. 32A). Además, la secuencia de aminoácidos de esta 
región fue la más divergente cuando se la comparó con la secuencia de aminoácidos 
deducida de otras proteínas de X. laevis depositadas en bases de datos de transcriptos de 
libre acceso (datos no mostrados), permitiendo predecir que los anticuerpos obtenidos a 
partir de su inoculación tendrían bajas posibilidades de reconocer a otros polipéptidos. 
Dentro de esta región, además, se encuentra el péptido altamente conservado entre las 
Hexs animales (recuadro 1, fig. 17; capítulo III), y presente tanto en las subunidades  
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como  constituyentes de las Hexs de humano, sugiriendo que los anticuerpos obtenidos 
podrían también ser utilizados para caracterizar Hexs heterólogas. 
Basados en estas predicciones, un fragmento de 761 pb del ADNc JN127371, 
codificante para 151 aminoácidos del extremo N-terminal de la Hex AEJ87970 
(aminoácidos 36 al 187; fig. 17, capítulo III), se subclonó en el plásmido pGEX-3X 
como fusión a la proteína GST (~26 kDa) para intentar su expresión en células de E. 
coli DH5 (diagramado en la fig. 32B). La fusión a la proteína GST no sólo aumenta la 
chances de que la proteína recombinante se sintetice de manera soluble (Rosano y 
Ceccarelli, 2014) sino que también facilita su purificación desde los extractos celulares 
con matriz de glutatión Sepharose
TM
 (Smith y Johnson, 1988). 
 
 
Figura 32. Clonado de la región N-terminal de la Hex AEJ87970 de X. laevis en el 
plásmido pGEX-3X. A- Análisis del índice antigénico de la Hex AEJ87970. B- Un fragmento 
del ADNc JN127371 (761pb) codificante un polipeptídico de ~18,3 kDa pertenecientes a la 
región N-terminal de la Hex AEJ87970 fue subclonado en el plásmido pGEX-3X para evaluar 
su expresión en células de E. coli DH5. El plásmido obtenido fue denominado pGEX-Hex. 
 
Luego de su obtención, el plásmido pGEX-Hex fue introducido en células de      
E. coli DH5 mediante una transformación química, y la síntesis de la proteína de 
fusión GST/Hex en las células fue evaluada tomando alícuotas de un cultivo 
transformante a diferentes tiempos luego de la adición del inductor IPTG. Como un 
control, se tomaron alícuotas a los mismos tiempos de una réplica del cultivo al que no 
se le adicionó IPTG (sin inducir). Los extractos celulares totales correspondientes a 
cada tiempo de muestreo fueron analizados por SDS-PAGE (fig. 33). 
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Figura 33. Análisis por SDS-PAGE de la síntesis de GST/Hex en las células de E. coli 
transformadas con el plásmido pGEX-Hex. Alícuotas de cultivos líquidos de células de        
E. coli DH5 transformadas con el vector pGEX-Hex fueron tomadas a los tiempos indicados   
(t (h)) luego de la adición de 0,5 mM del inductor IPTG (+ IPTG) o en su ausencia                    
(- IPTG; control). Los extractos celulares totales provenientes de cada alícuota fueron 
analizados por SDS-PAGE 12% p/v. La posición de GST/Hex en el gel es indicada con una 
flecha. Tinción: Coomasie blue. 
 
La aparición de una banda polipeptídica de ~43,5 kDa, similar al peso molecular 
esperado para GST/Hex (44,3 kDa), fue observada sólo en los extractos celulares totales 
provenientes de los cultivos de células transformadas con pGEX-Hex que fueron 
inducidos con IPTG. La ausencia de esta banda polipeptídica en los extractos celulares 
totales provenientes de los cultivos sin inducir confirmó que este polipéptido es 
sintetizado a partir del plásmido pGEX-Hex. 
 
Con el objetivo de determinar el tiempo de inducción en el cual las células 
bacterianas presentan la mayor cantidad de GST/Hex en su citosol, se tomaron alícuotas 
de un cultivo transformante a diferentes tiempos posinducción y se analizaron los 
extractos celulares totales por SDS-PAGE (fig. 34). 
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Figura 34. Análisis de la síntesis de GST/Hex en el citosol de las células bacterianas a 
distintos tiempos posinducción por SDS-PAGE. Alícuotas de un cultivo líquido de               
E. coli DH5 transformadas con el plásmido pGEX-Hex fueron tomadas a diferentes tiempos   
(t (h)) luego de la adición de IPTG. Los extractos celulares totales provenientes de cada alícuota 
fueron analizados por SDS-PAGE al 12% p/v. La posición de GST/Hex en el gel se señala con 
una flecha. Tinción: Coomasie blue. 
 
El análisis del gel presentado en la figura 34 permite inferir que luego de la 
adición de IPTG la cantidad de GST/Hex presente en las células bacterianas aumenta 
con el transcurso del tiempo, hasta alcanzar un máximo a la hora y media posinducción. 
En las alícuotas tomadas a tiempos mayores la cantidad de GST/Hex visualizada en el 
gel disminuyó, indicando que a estos tiempos GST/Hex está siendo eliminada de las 
células bacterianas. 
 
Las resinas de glutatión Sepharose sólo unen GST si ésta se encuentra 
correctamente plegada. Además, la solubilidad de las proteínas recombinantes en el 
citosol bacteriano está en relación con su estado de plegamiento, ya que las proteínas 
mal plegadas tienden a agregarse formando cuerpos de inclusión insolubles cuando son 
sobreexpresadas (para una revisión ver Rosano y Cecarelli, 2014). Teniendo en cuenta 
estas consideraciones, y con el objetivo de determinar las condiciones de inducción 
necesarias para la síntesis de GST/Hex en forma plegada (soluble) en el citosol 
bacteriano para poder purificarla, se determinó su presencia en las fracciones celulares 
soluble e insoluble provenientes de diferentes cultivos bacterianos, que fueron inducidos 
con distintas concentraciones de IPTG (0,1 mM y 0,5 mM) y mantenidos a distintas 
temperaturas (25 °C y 37 °C). Para cada condición ensayada, las fracciones celulares 
soluble e insoluble fueron analizadas por SDS-PAGE (datos no mostrados). Los 
resultados obtenidos se resumen en la tabla V. 
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Cepa de 
E. coli 
Temperatura de 
inducción (°C) 
D.O. de 
inducción 
IPTG 
[mM] 
Estado de solubilidad 
de GST/Hex 
DH5 37 0,6 0,5 y 0,1 Insoluble 
DH5 25 0,6 0,5 y 0,1 Soluble 
Tabla V. Solubilidad de GST/Hex en el citosol bacteriano en diferentes condiciones de 
inducción. 
 
Estos experimentos mostraron que el estado de solubilidad de la proteína 
GST/Hex en el citosol bacteriano es principalmente dependiente de la temperatura a la 
que es mantenido el cultivo inducido durante su síntesis. A 37 °C, GST/Hex fue 
encontrada predominantemente en la fracción insoluble de los extractos bacterianos 
inducidos, permitiendo inferir su falta de plegamiento. Sin embargo, una disminución 
de la temperatura del cultivo inducido a 25 °C favoreció su solubilidad en los extractos 
celulares, permitiendo predecir que GST/Hex se encuentra plegada en el citosol celular. 
 
Teniendo en cuenta los resultados detallados anteriormente, y con el objetivo de 
purificar a GST/Hex desde los extractos bacterianos solubles en una cantidad suficiente 
para obtener anticuerpos en conejo (~200 g de proteína pura), un cultivo de células de 
E. coli DH5 transformadas con el vector pGEX-Hex (~200 ml) fue inducido (D.O. 
~0,6) mediante el agregado de 0,1 mM de IPTG. El cultivo se mantuvo a 25 °C con 
agitación constante por 90 minutos y las células se cosecharon por centrifugación. El 
pellet celular se resuspendió en un buffer de lisis y las células en suspensión se lisaron 
mediante pulsos de ultrasonido. La proteína GST/Hex pudo finalmente ser purificada a 
partir del extracto celular soluble utilizando resina de glutatión Sepharose
TM
. Fracciones 
correspondientes a cada etapa del proceso de síntesis, y de purificación de GST/Hex, 
fueron analizadas por SDS-PAGE (fig. 35). 
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Figura 35. Análisis por SDS-PAGE de la síntesis y purificación de GST/Hex a partir de 
cultivos celulares inducidos de células de E. coli DH5 transformadas con pGEX-Hex. 
Calles 1 y 2: extractos celulares totales antes (1) y después (2) de una hora y media de inducción 
con 0,1 mM de IPTG a 25 °C. Calle 3: extracto celular insoluble posinducción. Calle 4: extracto 
celular soluble posinducción. Calle 5: fracción del extracto celular soluble no retenida en la 
resina de glutatión Sepharose. Calles 6 y 7: primer (6) y quinto (7) lavado de la resina de 
glutatión Sepharose luego de la adición del extracto celular soluble. Calles 8 y 9: primera (8) y 
segunda (9) elución de las proteínas retenidas en la resina de glutatión Sepharose con glutatión 
reducido (10 mM). La posición de GST/Hex en el gel (12% p/v) se indica con flechas. Tinción: 
Coomasie blue. 
 
C- OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-HEX 
Con el objetivo de obtener anticuerpos policlonales que permitiesen abordar la 
caracterización inmunoquímica de la Hex presente en los gametos de los anfibios X. 
laevis y R. arenarum, una cantidad de la proteína GST/Hex adecuada para llevar a cabo 
un protocolo de inoculación en conejo se purificó a homogeneidad. 
Para ello, eluatos provenientes de una resina de glutatión Sepharose conteniendo 
GST/Hex fueron resueltos por SDS-PAGE preparativo y la banda proteica identificada 
como GST/Hex luego de la tinción con Coomasie blue fue cortada y separada del gel. 
GST/Hex pura se obtuvo en forma soluble por electroelución y se utilizó para 
desarrollar un protocolo de inoculación en conejo. Luego de cada inoculación (tres en 
total) se realizaron sangrados y la presencia de anticuerpos -GST/Hex en el suero 
sanguíneo, y su título, se evaluó por Western blot utilizando como antígeno 350 ng y 
100 ng de la proteína GST/Hex pura. Tanto en el segundo como en el tercer sangrado se 
obtuvieron antisueros (denominados -GST/Hex) capaces de reconocer al menos 100ng 
de la proteína GST/Hex en diluciones de hasta 20.000 veces (fig. 36). 
  
_______________________________________IV: Obtención de anticuerpos anti-Hex 
107 
 
 
Figura 36. Análisis por Western blot del título de los antisueros -GST/Hex obtenidos en 
conejo. Diferentes réplicas de siembras de 350 ng y 100 ng de la proteína GST/Hex pura fueron 
resueltas por SDS-PAGE (15% p/v) y transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Secciones 
de la membrana, cada una conteniendo 350 ng y 100 ng de GST/Hex, fueron incubadas 
separadamente con una dilución diferente (desde 1/5.000 a 1/20.000) del suero sanguíneo 
obtenido en el segundo o en el tercer sangrado. La formación de inmunocomplejos                   
-GST/Hex-GST/Hex en la membrana fue evidenciada utilizando anticuerpos -IgG de conejo 
conjugados a peroxidasa, y DAB como sustrato. 
 
La capacidad del antisuero -GST/Hex para reconocer Hexs en forma específica 
fue evaluada por Western blot utilizando réplicas de membranas de nitrocelulosa 
conteniendo 1g de Hex pura de la leguminosa Canavalia ensiformis (jack bean de aquí 
en adelante; Sigma) y 1g de BSA como control de especificidad. Las réplicas fueron 
incubadas en forma separada con el antisuero -GST/Hex, con suero preinmune o con 
anticuerpos -GST purificados (fig. 37). 
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Figura 37. Análisis por Western blot de la especificidad de los antisueros -GST/Hex. Tres 
réplicas de siembras de 1 g de Hex de jack bean (Hex j. bean) y 1 g de BSA fueron resueltas 
por SDS-PAGE 10 % p/v y transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Secciones de la 
membrana, cada una conteniendo la Hex de jack bean y BSA, fueron incubadas en forma 
separada con una dilución 1/1000 del antisuero -GST/Hexs (A-) o del suero preinmune (B-) o 
anticuerpos -GST purificados (dilución 1/20 en PBS 1X) (C-). La formación de 
inmunocomplejos fue evidenciada utilizando anticuerpos -IgG de conejo conjugados a 
peroxidasa y sustrato quimioluminiscente. 
 
Una banda polipeptídica de ~70 kDa fue evidenciada en la membrana incubada 
con el antisuero -GST/Hex, y en la calle correspondiente a la siembra de la Hex de 
jack bean (fig. 37A). Ninguna polipéptido fue evidenciado en las membranas incubadas 
con suero preinmune (fig. 37B) o con anticuerpos -GST purificados (fig. 37C), ni en 
las calles sembradas con BSA, demostrando la especificidad de los inmunocomplejos 
evidenciados. 
 
 
DISCUSIÓN 
 
En el capítulo III de esta tesis se comprobó la identidad Hex de la proteína 
AEJ87970 de X. laevis (codificada en el ADNc JN127371) mediante su síntesis en 
células CHO y la determinación de su actividad enzimática. 
Con el objetivo de obtener una cantidad adecuada de esta Hex que permitiese 
realizar un protocolo de inoculación en conejo para obtener anticuerpos específicos anti-
Hex, se intentó su síntesis en distintos sistemas procariotas. A pesar de que se evaluaron 
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distintas cepas de E. coli, diferentes plásmidos, y de que se probaron diferentes 
condiciones de inducción, ninguna proteína del tamaño esperado pudo identificarse en 
los extractos celulares totales provenientes de los cultivos inducidos. Hou y col. (2000), 
y Patricia Miranda (comunicación personal), trataron de expresar la HexB de humano 
en células de E. coli y tampoco tuvieron éxito. Rashid y col. (1995) reportaron 
problemas de toxicidad cuando trataron de expresar la Hex de Bacillus subtilis en E. 
coli. 
La presencia de actividad -N-acetil glucosaminidasa (una de las actividades de la 
Hex) fue reportada tanto en B. subtilis (gram +) (Rogers y col., 1984) como en E. coli 
(gram -) (Yem y Wu; 1976). En B. subtilis la -N-acetil glucosaminidasa es catalogada 
como una autolisina puesto que su actividad es capaz de hidrolizar el enlace 1-4 entre 
los residuos de N-acetil glucosamina y de ácido N-acetil murámico que constituyen el 
peptidoglicano presente en su pared celular (Rogers y col., 1984). En condiciones 
naturales la actividad de las autolisinas, que son potencialmente letales para las 
bacterias, y que participan de procesos celulares importantes como el crecimiento y el 
recambio de la pared celular, la separación de las células, la motilidad celular, la muerte 
celular programada, etc., es finamente controlada y regulada por las células (Rashid y 
col., 1995).  
A pesar de que no se conoce con exactitud la causa por la cual la Hex no puede 
sintetizarse en E. coli, teniendo en cuenta estos reportes, y que la estructura química 
básica del peptidoglicano es igual en bacterias gram (+) y gram (-), es probable que la 
síntesis recombinante de la Hex en E. coli no haya sido posible debido a que su 
sobreexpresión cause problemas de toxicidad relacionados con la degradación de la 
pared celular. 
Como una alternativa se expresó un fragmento de ~18,3 kDa perteneciente a la 
región N-terminal de la Hex AEJ87970 como fusión a GST en células de E. coli DH5. 
Este fragmento presentó zonas potencialmente antigénicas necesarias para desencadenar 
respuesta inmune y, además, permitió prever que los anticuerpos obtenidos a partir de 
su inoculación tendrían bajas probabilidades de reconocer otras proteínas de X. laevis. 
Además, los anticuerpos obtenidos contra este fragmento servirían para reconocer tanto 
subunidades de tipo  como  de Hexs de otras especies animales, aún aquellas 
filogenéticamente distantes a X. laevis. 
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La cantidad de GST/Hex presente en el citosol bacteriano alcanzó un máximo 
entre 1,5 y 2 horas luego de la adición de IPTG, y luego disminuyó gradualmente hasta 
su desaparición. La causa de esta disminución no pudo ser determinada, aunque es 
probable que GST/Hex sea proteolizada debido a problemas en su plegamiento, o a que 
su presencia en grandes cantidades resulte tóxica para las células bacterianas (Rashid y 
col., 1995; Hou y col., 2000). En favor de esta última hipótesis, cuando el mismo 
fragmento de la Hex se trató de expresar en células de E. coli BL21 y E. coli M15 con 
los plásmidos pRSET-C y pQE31, respectivamente, las colonias transformantes 
presentaron problemas de crecimiento en cultivos de LB líquidos (datos no mostrados). 
Sin embargo, sería esperado que el fragmento de la Hex sintetizado no presente 
actividad enzimática debido a que carece de la totalidad de los residuos de aminoácido 
que fueron identificados en el sitio activo de las Hexs (Lemieux y col., 2006). 
La temperatura de síntesis fue el principal factor que afectó la solubilidad de 
GST/Hex en el citosol bacteriano. A 37 °C GST/Hex se encontró principalmente en la 
fracción insoluble de los extractos celulares totales provenientes de los cultivos 
inducidos, demostrando su falta de plegamiento. Sin embargo, una disminución de la 
temperatura del cultivo inducido a 25 °C favoreció su solubilidad y nos permitió inferir 
su plegamiento adecuado. 
Fue reportado que una disminución de la temperatura del cultivo disminuye la 
velocidad de síntesis de proteínas en las células bacterianas, y en consecuencia le otorga 
a las proteínas recombinantes más tiempo para plegarse (Schein y Noteborn, 1988; Vera 
y col., 2007). La disminución de la temperatura, además, desfavorece las interacciones 
hidrofóbicas (temperatura dependientes) perjudicando la agregación entre proteínas mal 
plegadas (Rosano y Ceccarelli, 2014). En base a ello, es probable que la disminución de 
la temperatura del cultivo inducido haya provocado una disminución en la velocidad de 
síntesis de GST/Hex en las células bacterianas, y en su velocidad de agregación con 
otras GST/Hexs mal plegadas, otorgándole mayores chances para que pudiese plegarse 
adecuadamente. 
El plegamiento correcto de GST/Hex en el citosol bacteriano fue posteriormente 
comprobado por su unión a la resina de glutatión-Sepharose. Esta metodología, asociada 
a la repurificación de los eluatos de GST/Hex en geles de SDS-PAGE preparativos, nos 
permitió obtener una cantidad de GST/Hex pura adecuada para llevar adelante un 
protocolo de inoculación en conejo. El éxito del protocolo realizado fue demostrado por 
la presencia de una elevada concentración de anticuerpos que reconocieron a GST/Hex 
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en los antisueros obtenidos luego de las inoculaciones (-GST/Hex), que no estuvieron 
presentes en la sangre del conejo en forma previa. Estos anticuerpos fueron capaces de 
reconocer de manera específica a la Hex de la leguminosa C. ensiformis en 
experimentos de Western blot, demostrando su capacidad para evidenciar Hexs, aún de 
especies filogenéticamente distantes de X. laevis. Además, la Hex de C. ensiformis no 
fue evidenciada por anticuerpos -GST obtenidos mediante la inoculación de GST pura 
en conejo, lo que demostró que los anticuerpos presentes en el antisuero -GST/Hex 
que la reconocieron fueron producidos en contra del fragmento de la Hex que se inoculó 
fusionado a GST. 
 
Anticuerpos policlonales capaces de reconocer a las subunidades  y  que 
constituyen las Hexs de mamíferos (humano, ratón, rata, perro, vaca, chancho, caballo, 
etc.) pueden ser adquiridos de manera comercial (Sigma; Santa Cruz Biotechnology, 
Nordic MUbio, etc.). Otros laboratorios disponen de sus propios anticuerpos -Hex. 
Hasilik y Neufeld (1980) obtuvieron anticuerpos en cabra capaces de reconocer a las 
isoformas de la Hex A y B de humano. Sin embargo, ningún antisuero obtenido contra 
una Hex de anfibio era disponible hasta este trabajo de tesis. De este modo, éste 
representa el primer informe sobre la obtención de un antisuero contra una Hex de 
anfibio (X. laevis) purificada a partir de su síntesis recombinante en E. coli. 
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CAPÍTULO V: CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE 
GLUCOSIDASAS PRESENTES EN LOS GAMETOS DE ANFIBIO 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Como se describió en la introducción, las glucosidasas han sido vinculadas a la 
fecundación en numerosas especies de animales, abarcando desde las ascidias hasta el 
humano. 
 
Entre las glucosidasas resulta de particular interés el estudio de la Hex, puesto que 
no sólo ha sido involucrada en la unión de gametos, sino además, en el pasaje del 
espermatozoide a través de las cubiertas que rodean al ovocito y en la prevención de la 
polispermia. 
En humanos, se ha propuesto que la Hex participaría en la interacción de los 
espermatozoides con la ZP (Miranda  y col., 2000; Perez Martinez y col., 2008). 
Resultados similares a los encontrados en humano fueron reportados en hámster (Zitta y 
col., 2004; Zitta y col., 2006) y en D. melanogaster (Perotti y col., 2001). En ratón, la 
Hex sería necesaria para la penetración de la ZP (Miller y col., 1993a) y participaría, 
además, en el bloqueo de la polispermia (Miller y col., 1993b). 
Como se describió en la introducción, y se abordará con detalle en los distintos 
apartados de este capítulo, la Hex de los anfibios X. laevis y R. arenarum también ha 
sido vinculada a la fecundación (Martinez y col., 2000; Hedrick, 2008). 
 
En este capítulo se abordará la caracterización bioquímica de la Hex de ovocitos y 
de espermatozoide de R. arenarum, como un prerrequisito para vislumbrar su rol 
biológico durante la fecundación de este anfibio. Además, se completará la 
caracterización bioquímica de las Hexs de ovocitos de X. laevis. 
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RESULTADOS 
 
A- CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA HEX DE OVOCITOS DE        
X. LAEVIS 
Greve y col. (1985) reportaron la existencia de dos isoformas de la Hex en los 
ovocitos de X. laevis. Una de estas isoformas fue asociada a los gránulos corticales, y la 
otra al resto del citoplasma de los ovocitos. Como se mencionó en la introducción, fue 
demostrado que la Hex de gránulos corticales es liberada durante la reacción cortical 
(Greve y col., 1985), y que participa del bloqueo de la polispermia catalizando la 
hidrólisis de residuos N-acetil glucosamina terminales de oligosacáridos de ZPC, que 
actúan como receptores espermáticos (revisado en Hedrick, 2008). La Hex de ovocitos 
de X. laevis, además, fue asociada a estructuras semejantes a lisosomas que han sido 
relacionadas con la endocitosis de vitelogenina (Wall y Meleka, 1985) y con las 
reacciones catabólicas que tienen lugar en el cigoto recientemente formado (Decroly y 
col., 1979). Sin embargo, el tipo de isoforma (A, B o S) al que pertenecen estas Hexs, la 
composición polipeptídica de cada una de ellas, y la localización subcelular de la Hex 
en ovocitos crecidos y en el cigoto, es desconocida. 
 
En esta sección, se abordarán estas determinaciones con el objetivo de completar 
la caracterización de las Hexs en los ovocitos de X. laevis. 
 
A1- Caracterización electroforética de las Hexs de ovocitos de X. laevis 
Con el objetivo de determinar el número y tipo de isoformas de la Hex existentes 
en los ovocitos de X. laevis, una alícuota de un extracto crudo obtenido a partir de 
ovocitos depuestos fue resuelta por electroforesis en gel de poliacrilamida nativo. Una 
vez finalizada la electroforesis, el gel fue incubado en un buffer de pH=4,0 (cercano al 
pH óptimo reportado para las Hexs) y las isoformas de la Hex fueron evidenciadas por 
su actividad enzimática incubando el gel con los sustratos fluorogénicos MUG o MUGS 
seguido de irradiación con luz ultravioleta (fig. 38). 
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Figura 38. Isoformas de la Hex en ovocitos depuestos de X. laevis. A- Una alícuota de un 
extracto crudo de ovocitos depuestos de X. laevis (160 g de proteínas totales) fue resuelta en 
gel de poliacrilamida nativo al 8% p/v. El gel fue posteriormente equilibrado a pH=4,0 y las 
isoformas de la Hex (indicadas como I1 e I2) fueron evidenciadas por incubación con los 
sustratos fluorogénicos MUG o MUGS. Las bandas con actividad HexA/S en la calle 
correspondiente al sustrato MUGS fueron resaltadas para su mejor visualización. B- La 
actividad Hex total (Hex A+B+S) y Hex A/S en el extracto crudo de ovocitos depuestos (~20 g 
de proteínas totales) fue evaluada con los mismos sustratos mediante ensayos continuos de 
actividad enzimática. 
 
Los ensayos de actividad realizados en gel nativo demostraron la existencia de 2 
isoformas activas de la Hex (I1 e I2) en los ovocitos depuestos de X. laevis. Ambas 
isoformas fueron capaces de metabolizar tanto sustratos neutros (MUG) como 
negativamente cargados (MUGS) (fig. 38A), aunque estos últimos con menor eficiencia 
(fig. 38B), demostrando la presencia de polipéptidos con sitios activos de tipo  en su 
estructura. 
 
Con el objetivo de determinar los polipéptidos estructurales que componen a estas 
isoformas, las bandas con actividad Hex, I1 e I2, fueron cortadas del gel nativo y sus 
proteínas fueron eluídas, resueltas por SDS-PAGE y, finalmente, analizadas por 
Western blot utilizando el antisuero -GST/Hex. Como un control, se analizó el 
extracto crudo de ovocitos depuestos con el antisuero -GST/Hex, con un antisuero -
Hex obtenido por inoculación de la Hex pura de jack bean en conejo (Martinez y col., 
2000), y con suero preinmune y anticuerpos -GST como controles de especificidad. 
Los resultados de estos experimentos son mostrados en la figura 39. 
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Figura 39. Análisis por Western blot de las isoformas de la Hex encontradas en los 
ovocitos depuestos de X. laevis. A- Las isoformas de la Hex presentes en los ovocitos 
depuestos de X. laevis fueron resueltas por electroforesis en gel de poliacrilamida nativo (8% 
p/v) e identificadas utilizando el sustrato fluorogénico MUG. B- Las isoformas de la Hex I1 e I2 
fueron cortadas del gel nativo, juntas (calles I1+I2) o separadamente (calles I1 o I2), y sus 
polipéptidos estructurales fueron analizados por Western blot utilizando el antisuero -
GST/Hex. La adición (+) o no (-) de -mercaptoetanol (-Me) en las muestras analizadas se 
indica por encima de cada calle. C- Como control, el extracto crudo de ovocitos depuestos de X. 
laevis (Ext. Ovocitos) fue analizado con diferentes antisueros: -GST/Hex, -Hex j.bean, suero 
preinmune (suero p.i.) y anticuerpos -GST purificados (-GST). Los inmunocomplejos fueron 
evidenciados utilizando anticuerpos -IgG de conejo conjugados a peroxidasa y sustrato 
quimioluminiscente. 
 
Nuestros experimentos de Western blot, realizados con el antisuero -GST/Hex, 
demostraron que las isoformas de la Hex presentes en los ovocitos de X. laevis están 
constituidas, al menos, por 3 tipos de polipéptidos de diferentes tamaños: 63 kDa, 59 
kDa y 49 kDa (fig. 39B; calle I1+I2, + -Me). El análisis de las isoformas por separado 
(fig. 39B; calles I1 o I2, + -Me) demostró que sólo la Hex de mayor movilidad 
electroforética en gel nativo (I2) está compuesta por los tres polipéptidos. La isoforma 
de menor movilidad electroforética (I1) mostró sólo el polipéptido de 59 kDa en su 
estructura. 
Cuando se analizó el extracto crudo de ovocitos depuestos (fig. 39C) con el 
antisuero -GST/Hex, los mismos polipéptidos de 63 kDa, 59 kDa y 49 kDa fueron 
inmunodetectados, demostrando que la totalidad de las isoformas de la Hex presentes en 
los ovocitos depuestos fueron resueltas en el gel nativo. Los anticuerpos -Hex 
obtenidos contra la Hex de jack bean, detectaron los polipéptidos de 63 kDa y 59 kDa, 
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reafirmando su identidad Hex. Ninguno de los polipéptidos inmunodetectados con los 
antisueros anti-Hex (-GST/Hex o -Hex j.bean) fue evidenciado con el suero 
preinmune o con los anticuerpos -GST purificados, demostrando la especificidad de 
los inmunocomplejos obtenidos. 
 
Para evaluar la posibilidad de la existencia de procesamientos proteolíticos en las 
Hexs de ovocitos depuestos de X. laevis, semejantes a los que ocurren en los precursores 
de las subunidades  y  maduras que constituyen las distintas isoformas de la Hex en 
humano (Mahuran y col., 1988; Hubbes y col., 1989; Quon y col., 1989), las isoformas 
I1 e I2 fueron analizadas por Western blot en ausencia de -mercaptoetanol con el 
antisuero -GST/Hex. Una única banda en la posición correspondiente a una proteína 
de ~55 kDa fue evidenciada en estos experimentos (fig. 39B; calle I1+I2, – -Me). 
 
A2- Localización subcelular de la Hex de ovocitos de X. laevis 
Wall y Melaka (1985) reportaron la localización de la Hex en la periferia de los 
ovocitos de X. laevis que se encuentran en etapas muy tempranas de su crecimiento 
(estadio II temprano según Dumont, 1972). Sin embargo, no existen reportes que 
informen sobre la localización de la Hex en los ovocitos en estadios más avanzados de 
crecimiento (estadio IV en adelante). De este modo, para abordar este objetivo se 
realizó la inmunolocalización de la Hex en cortes de ovario de una hembra adulta de X. 
laevis, utilizando el antisuero -GST/Hex. Los resultados obtenidos en estos 
experimentos son mostrados en la figura 40.  
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Figura 40. Inmunolocalización de la Hex en cortes de ovocitos de X. laevis. A: micrografía 
de campo claro y (B) de fluorescencia roja de una sección de ovario de X. laevis que fue 
incubada con -GST/Hex mostrando un ovocito en estadio IV de su crecimiento. E: micrografía 
de campo claro y (F) de fluorescencia roja de una sección de ovario que fue incubada con        
-GST/Hex mostrando el hemisferio vegetal (HV) de un ovocito en estadio V de su crecimiento 
(ovocito 1) enfrentado al hemisferio animal (pigmentado; HA) de otro ovocito igualmente 
crecido (ovocito 2). Las flechas en las micrografías B y F señalan la localización preferencial de 
la Hex (fluorescencia roja) en el hemisferio animal de los ovocitos crecidos. C: magnificación 
del hemisferio animal del ovocito mostrado en B. D: magnificación de la región citoplasmática 
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no cortical del ovocito mostrado en B. La flecha señala una de las estructuras tipo vesicular 
inmunoreactiva para Hex. G: micrografía de campo claro y de fluorescencia roja (H) y verde (I) 
de una sección de ovario que fue coincubada con el antisuero -GST/Hex (evidenciado en H) y 
con la lectina de Dolichos biflorus conjugada a FITC (evidenciada en I) mostrando un ovocito 
en estadio II de su crecimiento. J: superposición de las regiones contenidas en los recuadros G´, 
H´ e I´ de las micrografías G, H e I. K-Q: ensayos control. K: micrografías de campo claro y de 
fluorescencia roja (L) y verde (M) de una sección de ovario que fue coincubada en simultáneo 
con suero preinmune, anticuerpos -GST y la lectina de D. biflorus pretratada con su azúcar 
hapteno N-acetil-D-galactosamina (Nac-D-Gal) mostrando un ovocito en estadio II de su 
crecimiento. N: micrografía de campo claro y (O) de fluorescencia roja de una sección de ovario 
incubada con suero preinmune mostrando un ovocito en estadio de crecimiento IV.                   
P: micrografía de campo claro y (Q) de fluorescencia roja de una sección de ovario incubada 
con anticuerpos -GST mostrando un ovocito en estadio de crecimiento V. En todos los casos 
los inmunocomplejos fueron evidenciados con anticuerpos -IgG de conejo conjugados a Cy3  
(em: 570nm; fluorescencia roja). pv: plaqueta vitelina. 
 
Estos experimentos demuestran por primera vez, que en los ovocitos crecidos de 
X. laevis (estadio IV en adelante), donde el hemisferio animal (pigmentado) y el vegetal 
(no pigmentado) de los ovocitos pueden ser claramente diferenciados, la Hex está 
preferencialmente localizada en el córtex del hemisferio animal (fig. 40; A-F). A altas 
magnificaciones se pudo visualizar que la señal inmunoreactiva proveniente de la Hex 
(visualizada como fluorescencia roja) es originada desde pequeñas estructuras de tipo 
vesicular cuyo diámetro varió entre 1,5 y 2,5 m (fig. 40D). Si bien estas estructuras 
vesiculares se encontraron principalmente concentradas en el córtex del hemisferio 
animal de los ovocitos, también se observaron dispersas entre las plaquetas vitelinas en 
todo el citoplasma celular (fig. 40C y D). Como fue previamente reportado (Wall y 
Meleka, 1985), la Hex también fue inmunolocalizada en las células foliculares que 
rodean a los ovocitos (fig. 40C). 
En los ovocitos que se encuentran en etapas tempranas de su crecimiento (estadio 
I y II), la Hex fue localizada en todo el córtex celular (fig. 40; G-H), en forma 
coincidente con lo informado por Wall y Meleka (1985). En estos ovocitos, además, la 
señal inmunoreactiva fue coincidente con la observada cuando se utilizó la lectina de 
Dolichos biflorus (fig. 40; I-J), un marcador de gránulos corticales de ovocitos de X. 
laevis (Sokac y col., 2003). Ninguna de las señales inmunoreactivas fluorescentes 
anteriormente descritas, fueron visualizadas en los ensayos control realizados con suero 
preinmune, con anticuerpos -GST o con la lectina de D. biflorus preincubada con su 
azúcar hapteno (Nac-D-Gal), demostrando la especificidad de las inmunomarcaciones 
encontradas (fig. 40 K-Q). 
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El hemisferio animal de los ovocitos de anfibio ha sido señalado como el sitio de 
entrada del espermatozoide (Elinson, 1975; Cabada y col., 1989); y la Hex de ovocitos 
de X. laevis participa en la prevención de la polispermia (Hedrick, 2008). De este modo, 
la localización preferencial de la Hex en el córtex del hemisferio animal podría sugerir 
un vínculo entre estos sucesos. Sin embargo, los ovocitos ováricos no son fecundables, 
puesto que requieren de la maduración que tiene lugar durante la ovulación, y de las 
modificaciones enzimáticas que ocurren en su envoltura celómica durante el tránsito por 
el oviducto (Bement y Capco; 1990; Hedrick, 2008). En consecuencia, se evaluó la 
localización de la Hex en cortes de ovocitos depuestos y fecundados (cigotos) mediante 
su incubación con el antisuero -GST/Hex. Como control, los cortes de ovocitos 
depuestos y fecundados fueron coincubados con suero preinmune y con anticuerpos    
-GST purificados (fig. 41). 
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Figura 41. Inmunolocalización de la Hex en cortes ovocitos depuestos y fecundados 
(cigotos) de X. laevis. A: micrografía de campo claro y (B) de fluorescencia mostrando el 
hemisferio vegetal (HV) de un ovocito depuesto (ovoc. dep. 1) enfrentado al hemisferio animal 
(HA) de otro ovocito depuesto (ovoc. dep. 2) que fueron incubados con -GST/Hex.                
D: micrografía de campo claro y (E) de fluorescencia mostrando el hemisferio vegetal de un 
cigoto (cigoto 1) enfrentado al hemisferio animal de otro cigoto (cigoto 2) incubados con         
-GST/Hex. C: micrografía de fluorescencia de la región citoplasmática no cortical de un 
ovocito depuesto incubado con el antisuero -GST/Hex. F: micrografía de fluorescencia de la 
región citoplasmática no cortical de un cigoto incubado con -GST/Hex. G: micrografía de 
campo claro mostrando un cigoto que comenzó su primera división celular incubado con         
-GST/Hex. H e I: micrografías de campo claro (H) y de fluorescencia (I) de la región G´ del 
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cigoto mostrado en G tomadas a mayor magnificación. Las flechas en las micrografías B, E e I 
señalan la localización preferencial de la Hex en el córtex del hemisferio animal de los ovocitos 
depuestos y de los cigotos. Las flechas en C y F señalan las estructuras de tipo vesicular 
inmunoreactivas para Hex. J-O: ensayos control. J: micrografía de campo claro y (K) de 
fluorescencia mostrando el hemisferio animal de un ovocito depuesto (ovoc. dep. 1) enfrentado 
al hemisferio vegetal de otro ovocito depuesto (ovoc. dep. 2) coincubados con suero preinmune 
y anticuerpos -GST. M: micrografía de campo claro y (N) de fluorescencia mostrando el 
hemisferio vegetal de un cigoto (cigoto 1) enfrentado al hemisferio animal de otro cigoto  
(cigoto 2) coincubados con suero preinmune y anticuerpos -GST. L y O: micrografías de 
fluorescencia de la región citoplasmática no cortical de un ovocito depuesto (L) y de un cigoto 
(O) coincubados con suero preinmune y anticuerpos -GST. Los inmunocomplejos fueron 
evidenciados con anticuerpos  -IgG de conejo conjugados a Cy3. La cubierta gelatinosa que 
recubre a los ovocitos depuestos y a los cigotos fue retirada en forma química previamente a 
estos experimentos. 
 
Al igual que en los ovocitos ováricos crecidos, la distribución preferencial de la 
Hex en el córtex del hemisferio animal, fue también observada en los ovocitos 
depuestos (fig. 41; A-C). Esta distribución preferencial de la Hex permanece luego de la 
fecundación (fig. 41; D-I).  
 
 
B- CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA HEX DE GAMETOS DE         
R. ARENARUM 
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio mostraron que la Hex está 
presente en los espermatozoides de R. arenarum, y que es capaz de interaccionar in 
vitro con la EV solubilizada de ovocitos homólogos (Martinez y col., 2000). Además, 
en ensayos de fecundación in vitro fue encontrado que si se compite la actividad de la 
Hex utilizando sustratos solubles, o se bloquea con anticuerpos específicos -Hex de 
jack bean, disminuye la tasa de fecundación (Martinez y col., 2000). Por otra parte, la 
presencia de una Hex heteróloga en el medio de fecundación provocó el mismo efecto 
(Martinez y col., 2000). 
A pesar de que estos experimentos vinculan a la Hex con la fecundación de         
R. arenarum, la etapa en la que estaría involucrada (unión de los gametos, penetración 
de la EV, prevención de la polispermia, etc.) no fue determinada. En este sentido, tanto 
la localización subcelular de la Hex en los gametos, como su caracterización 
bioquímica, podrían aportar datos importantes sobre su rol en la fecundación. 
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En los siguientes apartados nos propusimos como objetivo avanzar sobre estas 
determinaciones, como un prerrequisito para vislumbrar el rol de la Hex durante la 
fecundación de R. arenarum. 
 
 
B1- CARACTERIZACIÓN DE LA HEX DE OVOCITOS DE R. ARENARUM 
B1A- Actividades glucosídicas en ovocitos de R. arenarum 
La Hex es la principal actividad glucosídica en los espermatozoides de                
R. arenarum (Martinez y col., 2000). Sin embargo, la presencia de glucosidasas en los 
ovocitos de esta especie es desconocida. De este modo, para determinar la presencia de 
glucosidasas en los ovocitos de R. arenarum, se ensayaron las actividades de siete 
glucosidasas en sus extractos crudo midiendo la cantidad de p-nitrofenol liberado desde 
los p-nitrofenil-azúcares sustrato correspondientes (fig. 42). 
 
 
Figura 42. Actividades glucosídicas en ovocitos de R. arenarum. La presencia de                 
N-acetil--D-glucosaminidasa (N-ac-glcdasa), N-acetil--D-galactosaminidasa (N-ac-galdasa), 
fucosidasa, manosidasa,  y  glucosaminidasa (-glcdasa o -glcdasa) y -galactosaminidasa 
(-galdasa) en los ovocitos de R. arenarum se determinó midiendo la cantidad de p-nitrofenol 
liberado (Abs400nm) a partir de los p-nitrofenil-azúcares sustrato correspondientes luego de 30 
minutos de reacción a 37 °C. Las barras representan los promedios con su desvío estándar 
obtenidos a partir de mediciones realizadas por triplicado en los extractos crudos provenientes 
de dos hembras distintas. Los datos fueron analizados estadísticamente mediante un test 
ANOVA; p<0,001. 
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La principal actividad glucosídica encontrada en los extractos de ovocitos de       
R. arenarum fue la N-acetil--D-glucosaminidasa (Hex), seguida por las actividades N-
acetil--D-galactosidasa y fucosidasa, entre otras. La actividad proveniente de estas 
glucosidasas fue al menos 2,5 veces mayor que el resto de las actividades ensayadas. 
 
B1B- Actividad Hex de ovocitos de R. arenarum a distintos pH 
Como fue descrito en la introducción, en las ascidias se postula que la actividad de 
las glucosidasas presentes en los gametos es modulada por el pH de su microentorno. 
Fue propuesto, que al pH natural al que ocurre la fecundación (~pH=8), las glucosidasas 
no manifestarían su actividad catalítica, sino que actuarían a modo de lectina, mediando 
la unión de los gametos (revisado en Honegger y Koyanagi, 2008).  
Teniendo en cuenta estas consideraciones, y que la Hex fue la principal actividad 
glucosidasa presente en los ovocitos, se evaluó su actividad a distintos pHs como un 
prerequisito para vislumbrar su posible rol durante la fecundación. Para ello, se midió la 
cantidad de p-nitrofenol liberado desde el sustrato p-nitrofenil-N-acetil-glucosaminida 
luego de incubarlo 0,5 horas a 37 °C con el extracto crudo de ovocitos en buffers de 
distintos pHs (fig. 43).  
 
 
Figura 43. Actividad Hex de ovocitos de R. arenarum a distintos pH. La actividad de la Hex 
en el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum se determinó a distintos pH midiendo la 
cantidad de p-nitrofenol liberado desde su sustrato p-nitrofenil-N-acetil--D-glucosaminida 
luego de 0,5 hora de reacción a 37 °C. 
 
A
c
ti
v
id
a
d
 e
s
p
e
c
íf
ic
a
pH
___________V. Caracterización bioquímica de glucosidasas en los gametos de anfibio 
124 
 
La actividad Hex de ovocitos de R. arenarum fue máxima a pHs cercanos a 3,5. A 
pH más elevados, la actividad Hex disminuyó gradualmente conforme al aumento de 
pH hasta hacerse casi nula a pH=7 o mayores (fig. 43). 
 
B1C- Caracterización electroforética de las Hexs de ovocitos de R. arenarum 
Como fue realizado en X. laevis, para determinar el número y tipo de isoformas de 
la Hex (A, S o B) presentes en los ovocitos de R. arenarum se realizaron ensayos de 
actividad Hex en geles nativos. Para ello, el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum 
fue resuelto por electroforesis en gel nativo y las distintas isoformas de la Hex fueron 
evidenciadas por su actividad con los sustratos MUG y MUGS (fig. 44). 
 
 
Figura 44. Caracterización en gel nativo de las Hexs de ovocitos de R. arenarum. El 
extracto crudo de ovocitos de R. arenarum (100 g de proteínas totales) fue resuelto por 
electroforesis en gel nativo (8% p/v) y las distintas isoformas de la Hex fueron evidenciadas por 
su actividad con los sustratos MUG y MUGS. 
 
Tres bandas con actividad Hex fueron evidenciadas en los geles nativos. Dos de 
estas bandas (HexA/S1 y HexA/S2; fig. 44) fueron evidenciadas con ambos tipos de 
sustratos (MUG y MUGS) demostrando que poseen sitios activos de tipo  en forma 
semejante a las Hex A y S caracterizadas en los mamíferos y en X. laevis (esta tesis). 
Sin embargo, una de estas bandas sólo fue evidenciada con el sustrato neutro (MUG) 
sugiriendo sólo la presencia sitios activos de tipo β en su estructura, como en el caso de 
la isoforma B. 
 
Para determinar la composición polipeptídica de estas isoformas, las bandas con 
actividad Hex fueron cortadas del gel nativo, y sus proteínas fueron eluídas y analizadas 
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por Western blot, en condiciones reductoras, utilizando el antisuero -GST/Hex       
(fig. 45).  
 
 
Figura 45. Análisis por Western blot de la composición polipeptídica de las Hexs de 
ovocitos de R. arenarum caracterizadas en geles nativos. 25 g de proteínas totales obtenidas 
a partir de las bandas con actividad de tipo HexA/S (HexA/S1+2) o HexB (HexB) en los geles 
nativos fueron resueltos por SDS-PAGE al 12% p/v y transferidos a una membrana de 
nitrocelulosa. A- Inmunodetección con el antisuero -GST/Hex. B- Inmunodetección con suero 
preinmune (p.i.) y anticuerpos -GST (control de especificidad). La formación de 
inmunocomplejos fue evidenciada con anticuerpos -IgG de conejo conjugados a peroxidasa y 
sustrato quimioluminiscente. 
 
Un único polipéptido antigénicamente relacionada con las Hexs fue evidenciado a 
partir de las bandas de actividad (A/S1+2 y B) obtenidas a partir de los geles nativos. 
Estos polipéptidos no fueron evidenciados cuando las membranas de nitrocelulosa se 
incubaron con suero preinmune y anticuerpos -GST, demostrando su especificidad. De 
este modo, a diferencia de X. laevis, en ovocitos de R. arenarum, las tres isoformas de la 
Hex caracterizadas en gel nativo parecen estar constituidas por uno o varios 
polipéptidos de igual peso molecular. Mientras que el/los polipéptidos que constituyen 
la isoforma de tipo A/S presentaron un tamaño aproximado de 43 kDa, la isoforma de 
tipo B mostró estar constituida por polipéptidos de ~32 kDa. 
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Para verificar si todas las isoformas de la Hex presentes en los ovocitos de          
R. arenarum fueron resueltas en los geles nativos (pH~8,8), el extracto crudo de 
ovocitos fue analizado por Western blot con el antisuero -GST/Hex (fig. 46). 
 
 
Figura 46. Análisis por Western blot de las Hexs presentes en el extracto crudo de ovocitos 
de R. arenarum. Alícuotas de extracto crudo de ovocitos de R. arenarum (50g de proteínas 
totales) fueron resueltas por SDS-PAGE (12% p/v) y transferidas a membranas de nitrocelulosa. 
Las membranas fueron incubadas separadamente con -GST/Hex, suero preinmune (suero p.i.) 
o -GST. Los inmunocomplejos fueron evidenciados con anticuerpos -IgG de conejo 
conjugados a peroxidasa y sustrato quimioluminiscente. 
 
Polipéptidos de igual peso molecular (~43 kDa y ~32 kDa) a los observados por 
Western blot a partir de las bandas de actividad Hex obtenidas en los geles nativos 
fueron evidenciados en el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum (fig. 46). En estos 
extractos, a su vez, se observó una banda minoritaria de ~60 kDa, permitiendo inferir 
que en los geles nativos no fueron resueltas la totalidad de las isoformas de la Hex 
presentes en los ovocitos de R. arenarum. 
 
Para estudiar la posible asociación intracatenaria por enlace disulfuro entre 
polipéptidos derivados de un precursor, como fue reportado para las subunidades  y  
que constituyen las Hexs de humano (Mahuran y col., 1988; Hubbes y col., 1989; Quon 
y col., 1989), el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum fue analizado por Western 
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blot en condiciones reductoras y no reductoras utilizando el antisuero -GST/Hex    
(fig. 47). 
 
 
Figura 47. Análisis por Western blot de las Hexs de ovocitos de R. arenarum en 
condiciones reductoras y no reductoras. Extracto crudo de ovocitos de R. arenarum            
(75 g de proteínas totales) fue resuelto por SDS-PAGE (12% p/v) en condiciones reductoras  
(+ -Me) y no reductoras (- -Me) y transferido a una membrana de nitrocelulosa. Las proteínas 
que constituyen las Hexs fueron evidenciadas incubando la membrana con -GST/Hex. Los 
inmunocomplejos fueron evidenciados con -IgG de conejo conjugados a peroxidasa y sustrato 
quimioluminiscente. 
 
Tanto en condiciones reductoras como no reductoras se detectaron dos bandas 
inmunoreactivas cuyos tamaños moleculares se correspondieron con los de los 
polipéptidos evidenciados a partir de los geles nativos (~32 kDa y ~43 kDa). 
En condiciones no reductoras sólo un ligero retraso en la movilidad electroforética 
del polipéptido de 32 kDa (constituyente de la isoforma B), equivalente a ~1,7 kDa, fue 
evidenciado. En estas condiciones, además, fueron evidenciadas 1 o 2 bandas 
inmunoreactivas minoritarias, de tamaños moleculares mayor a 90 kDa, cuyos 
polipéptidos originarios no pudieron relacionarse con ninguno de los polipéptidos 
inmunodetectados en condiciones reductoras. 
 
B1D- Localización subcelular de la Hex de ovocitos de R. arenarum 
La localización subcelular de una enzima suele ser un prerrequisito importante 
para entender su rol biológico. De este modo, para avanzar sobre el rol de la Hex en la 
fecundación de R. arenarum, se determinó su localización en cortes de ovocitos 
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maduros fecundables, utilizando el antisuero -GST/Hex. Como control de 
especificidad, cortes de los mismos ovocitos fueron coincubados con suero preinmune y 
anticuerpos -GST. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 48. 
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Figura 48. Inmunolocalización de la Hex en cortes de ovocitos maduros de R. arenarum.  
A-I: micrografías de secciones de ovocitos maduros de R. arenarum desprovistos de su cubierta 
gelatinosa incubadas con el antisuero -GST/Hex. A- Micrografía de campo claro y (B) de 
fluorescencia mostrando la región cortical del hemisferio vegetal (HV) de un ovocito. La 
envoltura vitelina (EV) que rodea a los ovocitos es señalada con una flecha. D- Micrografía de 
campo claro y (E) de fluorescencia mostrando la región cortical del hemisferio animal (HA) de 
un ovocito, y una EV aislada unida a la membrana plasmática y conservando parte del córtex 
celular. G- Micrografía de campo claro y (H) de fluorescencia, mostrando la región 
citoplasmática (Cit) de un ovocito. Las flechas en las micrografías de fluorescencia B, E y H 
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señalan la localización de la Hex. C: superposición de las micrografías A y B. F: superposición 
de las micrografías D y E. I: superposición de las micrografías G y H. La señal 
inmunofluorescente proveniente de la Hex es mostrada en color verde para una mejor 
visualización de su localización. J-O: Ensayos control. Micrografías de secciones de ovocitos 
maduros de R. arenarum coincubadas con suero preinmune y anticuerpos -GST.                     
J- Micrografía de campo claro y (K) de fluorescencia mostrando la región cortical del 
hemisferio vegetal de un ovocito. L- Micrografía de campo claro, y (M) de fluorescencia 
mostrando la región cortical del hemisferio animal de un ovocito. N- Micrografía de campo 
claro y (O) de fluorescencia mostrando la región citoplasmática (Cit) de un ovocito. En todos 
los casos los inmunocomplejos fueron evidenciados con anticuerpos -IgG de conejo 
conjugados a Alexa Fluor 488 (em: 519nm; fluorescencia verde). 
 
Los resultados obtenidos en estos experimentos muestran que la Hex está 
localizada en pequeñas estructuras puntiformes (~0,7  0,25 m de diámetro) situadas 
en toda la periferia de los ovocitos entre los gránulos de pigmento y la EV                
(Fig. 48, A-F), como así también, distribuidas de manera irregular en todo el citoplasma 
celular (fig. 48, G-I). A diferencia de lo encontrado en los ovocitos de X. laevis, la señal 
de la Hex se encontró igualmente distribuida en ambos hemisferios, animal y vegetal, de 
los ovocitos maduros de R. arenarum. 
 
La localización periférica de la Hex en los ovocitos sugiere que podría estar 
asociada a los gránulos corticales. De este modo, para determinar si la Hex está 
verdaderamente presente en los gránulos corticales, y además, para determinar la 
presencia de otras glucosidasas posiblemente involucradas en la prevención de la 
polispermia, se obtuvo el producto de los gránulos corticales (PGC) de los ovocitos 
maduros de R. arenarum con el objetivo de medir las actividades glucosidasas asociadas 
a los mismos. Para ello, ovocitos maduros desprovistos de su cubierta gelatinosa fueron 
tratados con ionóforo de calcio (para promover la exocitosis de los gránulos corticales) 
y el PGC fue colectado como se describió en materiales y métodos. 
La presencia de la Hex, y de otras glucosidasas, fue evaluada midiendo la 
actividad enzimática con los p-nitrofenil-azúcares sustrato correspondientes (fig. 49). 
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Figura 49. Actividades glucosídicas en el producto de gránulos corticales de ovocitos 
maduros de R. arenarum. La presencia de ocho glucosidasas fue evaluada en el producto de 
gránulos corticales de ovocitos maduros de R. arenarum midiendo la liberación de p-nitrofenol 
a partir del p-nitrofenil-azúcar sustrato correspondiente. Las barras muestran el promedio y el 
error estándar obtenido desde mediciones realizadas por triplicado en dos muestras 
independientes. Fucosidasa: L-fucosidasa; N-ac--D-glcdasa y N-ac--D-glcdasa:                 
N-acetil--D-glucosaminidasa y N-acetil--D-glucosaminidasa; N-ac--D-galdasa y               
N-ac--D-galdasa: N-acetil--D-galactosaminidasa y N-acetil--D-galactosaminidasa;         
D-glcdasa: D-glucosaminidasa; D-galdasa: D-galactosaminidasa; manosidasa:             
D-manosidasa. 
 
Las principales actividades encontradas en el PGC fueron la -L-fucosidasa y la 
N-acetil--D-glucosaminidasa (Hex), demostrando que estas glucosidasas están 
presentes en los gránulos corticales de los ovocitos maduros de R. arenarum y, que 
además, son liberadas durante la reacción cortical. 
 
Para determinar la isoforma de la Hex que se encuentra en los gránulos corticales 
de los ovocitos de R. arenarum, el PGC fue analizado por Western blot utilizando el 
antisuero -GST/Hex. Además, para lograr una mejor compresión sobre el rol de la Hex 
en los ovocitos y en la fecundación de R. arenarum, los extractos crudos de ovocitos sin 
activar, de ovocitos activados con ionóforo de Ca
++
, y de ovocitos activados por 
fecundación (embriones de 2 células), fueron también analizados (fig. 50). 
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Figura 50. Análisis por Western blot de las Hexs presentes en el producto de los gránulos 
corticales, en ovocitos maduros sin activar y activados con ionóforo de calcio, y en ovocitos 
fecundados de R. arenarum. A- El PGC de R. arenarum (15 g de proteínas totales) fue 
resuelto por SDS-PAGE en condiciones reductoras (12 % p/v) y transferido a una membrana de 
nitrocelulosa. La membrana se incubó con antisuero -GST/Hex. Como control de 
especificidad, réplicas de la membrana conteniendo la misma cantidad de PGC fueron 
incubadas con suero preinmune (suero p.i.) o con anticuerpos -GST. B- Western blot 
utilizando antisuero -GST/Hex de: extracto crudo de ovocitos maduros sin activar              
(Ext. Ovoc., 75 g de proteínas totales), extracto crudo de ovocitos maduros activados con 
ionóforo de calcio (Ext. ov. act., 75 g de proteínas totales) y extracto crudo de ovocitos 
fecundados (Ext. emb. 2 cel.; 75 g de proteínas totales). En todos los casos la formación de 
inmunocomplejos fue evidenciada con anticuerpos -IgG de conejo conjugados a peroxidasa y 
sustrato quimioluminiscente. 
 
Una banda inmunoreactiva proveniente de polipéptidos de tamaño molecular 
equivalente a los polipéptidos de ~60 kDa inmunodetectados con el mismo antisuero en 
el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum fue observada en el PGC.  
Ninguno de los polipéptidos que constituyen las isoformas de la Hex 
anteriormente caracterizadas en gel nativo (Hex A/S1y2: 43 kDa y HexB: 32 kDa) fue 
encontrado en el PGC. Sin embargo, estos polipéptidos fueron evidenciados de manera 
inalterada tanto en el extracto crudo de ovocitos no activados como activados, 
sugiriendo que estas Hexs no estarían relacionadas con los gránulos corticales y la 
prevención de la polispermia de R. arenarum.  
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B1E- Isoforma de la Hex presente en los gránulos corticales de ovocitos de                  
R. arenarum 
Para determinar el tipo de isoforma (A/S y/o B) al que pertenece la Hex localizada 
en los gránulos corticales de los ovocitos de R. arenarum, el PGC fue resuelto en gel 
nativo y la actividad Hex total y Hex A/S fue ensayada en el gel utilizando los sustratos 
MUG y MUGS, respectivamente (fig. 51A; se muestra sólo la actividad Hex total). 
Ninguna banda con actividad Hex fue evidenciada en estos geles, probablemente debido 
a la escasa cantidad de PGC que pudo ser sembrado en ellos (35 µl conteniendo ~15 µg 
de proteínas totales). Como una alternativa, el PGC fue analizado mediante ensayos 
continuos de actividad enzimática utilizando los mismos sustratos (fig. 51B). 
 
 
Figura 51. Isoforma de la Hex presente en el producto de los gránulos corticales de 
los ovocitos maduros de R. arenarum. A- El PGC fue resuelto en gel nativo                    
(15 g de proteínas totales) y las isoformas de la Hex fueron evidenciadas por incubación con el 
sustrato MUG. B- La actividad Hex total (círculos verdes) y HexA/S (círculos amarillos) en el 
PGC (100 g de proteínas totales por reacción) fue analizada con los sustratos MUG y MUGS 
mediante ensayos continuos de actividad enzimática. Como control interno de actividad Hex de 
tipo A/S, 30 g de extracto crudo de ovocitos de R. arenarum (Ext. ovoc.) fueron adicionados a 
la reacción con MUGS luego de 90 min de transcurrida. 
 
La actividad Hex total (HexB + HexA/S) encontrada en el PGC fue 9 veces mayor 
que la actividad Hex de tipo A/S. Sin embargo, la actividad Hex de tipo A/S no fue 
nula. 
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B2- CARACTERIZACIÓN DE LA HEX DE ESPERMATOZOIDES DE              
R. ARENARUM 
Como un prerrequisito para vislumbrar la etapa de la fecundación en la que estaría 
involucrada la Hex de espermatozoides de R. arenarum, se planteó determinar su 
localización subcelular. 
 
B2A- Localización subcelular de la Hex de espermatozoides de R. arenarum 
Para determinar la localización de la Hex en los espermatozoides de R. arenarum 
inicialmente se desarrolló un protocolo de fraccionamiento subcelular para obtener las 
distintas fracciones subcelulares espermáticas en forma separada (fig. 52). Brevemente, 
primero se indujo la ruptura del acrosoma mediante la resuspensión de espermatozoides 
liofilizados en un buffer hipotónico (Raisman y col., 1980). Luego, los espermatozoides 
reaccionados fueron separados de los productos provenientes de la ruptura del acrosoma 
(matriz acrosomal y fracciones de membrana provenientes de la cabeza del 
espermatozoide (membrana plasmática apical y membrana acrosomal externa)) por 
centrifugación a baja velocidad (650g). Por último, las membranas provenientes de la 
cabeza del espermatozoide fueron separadas de la matriz acrosomal por 
ultracentrifugación a 100.000g. 
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Figura 52. Obtención de fracciones subcelulares de espermatozoides de R. arenarum. 
Diagrama mostrando el protocolo utilizado para obtener las fracciones subcelulares de 
espermatozoides de R. arenarum. SN: sobrenadante; sp: espermatozoides; MA: matriz 
acrosomal; mb apical: membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides;                
sp reaccionados tritón y mb apical tritón: fracciones solubles extraídas con un buffer 
conteniendo NaCl 0,4 M y tritón X-100 1,5% p/v a partir de los espermatozoides reaccionados y 
de las membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides sedimentadas. 
 
En cada fracción obtenida, la actividad Hex total fue evaluada utilizando el 
sustrato MUG. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 53. 
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Figura 53. Actividad Hex en las fracciones subcelulares de los espermatozoides de            
R. arenarum. La actividad Hex total en las distintas fracciones subcelulares de los 
espermatozoides de R. arenarum (indicadas por debajo de cada barra) fue inferida midiendo la 
cantidad de metil-umbeliferona liberada a partir del sustrato MUG luego de 45 min de reacción 
a 37 °C y pH=3,6. map tritón: proteínas solubles extraídas con el buffer conteniendo NaCl 0,4M 
y tritón X-100 1,5% p/v a partir de las membranas provenientes de la cabeza de los 
espermatozoides sedimentadas. sp reacc tritón: sobrenadante resultante del tratamiento de los 
espermatozoides reaccionados con el mismo buffer. Las barras grises muestran la actividad Hex 
total obtenida en el sobrenadante de cada uno de los tres lavados realizados a las membranas 
provenientes de la cabeza de los espermatozoides sedimentadas (lav map) o a los 
espermatozoides reaccionados (lav sp reacc). Las comparaciones estadísticas se realizaron entre 
las actividades Hex total inferidas en map tritón y su 3° lavado (3° lav map), o entre las 
inferidas en sp reacc tritón y su tercer lavado (3° lav sp reacc), mediante un ensayo t de Student; 
p<0,024. En todas las reacciones se utilizó un volumen porcentual equivalente de cada fracción 
debido a la imposibilidad de determinar la cantidad de proteínas totales en los buffers 
provenientes de los terceros lavados (3° lav map y 3° lav sp reacc). Las barras representan el 
promedio y el desvío estándar obtenido en dos experimentos independientes realizados por 
triplicado. 
 
En concordancia con los resultados previamente publicados por nuestro 
laboratorio (Martinez y col., 2000), se detectó actividad Hex en la matriz acrosomal y 
en los espermatozoides reaccionados de R. arenarum. Además, se detectó actividad Hex 
asociada a las membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides. 
La presencia de actividad Hex entre las proteínas extraídas de las membranas 
provenientes de la cabeza de los espermatozoides fue verificada, a su vez, mediante 
ensayos continuos de actividad enzimática (fig. 54). 
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Figura 54. Actividad Hex en las membranas provenientes de la cabeza de los 
espermatozoides de R. arenarum. La actividad Hex total presente en el tercer lavado de las 
membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides (3° lav map; círculos grises), y en 
las proteínas extraídas desde ellas (map tritón; triángulos verdes; 16,5 g de proteínas totales), 
fue inferida mediante ensayos continuos de actividad enzimática utilizando el sustrato MUG 
(T=37 °C; pH=5,0). Las gráficas muestran el promedio y el error estándar obtenido en un 
experimento realizado por triplicado. Para cada reacción se utilizaron volúmenes porcentuales 
equivalentes debido a la imposibilidad de determinar la cantidad de proteínas totales en el buffer 
del 3° lav map. 
 
En estos ensayos se observó que el buffer conteniendo las proteínas extraídas 
desde la fracción de las membranas provenientes desde la cabeza de los 
espermatozoides produce la hidrólisis continua del sustrato MUG, confirmando la 
presencia de Hex/s en estas membranas. En el buffer proveniente del tercer lavado de 
esta fracción no se observó la presencia de actividad Hex, descartando la posibilidad de 
contaminación de las proteínas extraídas desde las membranas provenientes de la 
cabeza de los espermatozoides por Hexs provenientes de la matriz acrosomal. 
 
B2B- Isoformas de la Hex presentes en las distintas fracciones subcelulares de los 
espermatozoides de R. arenarum 
Para determinar el tipo de isoforma/s de la Hex presente en cada una de las 
fracciones subcelulares de los espermatozoides de R. arenarum donde la Hex fue 
encontrada, y de este modo, el tipo de isoforma posiblemente involucrada en las 
distintas etapas de su fecundación, se realizaron ensayos de actividad Hex utilizando los 
sustratos MUG y MUGS (figs. 55 y 56). 
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Figura 55. Isoformas de la Hex presentes en la matriz acrosomal de los espermatozoides de 
R. arenarum. La actividad Hex total (Hex B+A/S) y Hex de tipo A/S (HexA/S) en el contenido 
acrosomal de los espermatozoides de R. arenarum (30 g de proteínas totales por reacción) fue 
inferida mediante ensayos continuos de actividad enzimática (T=37 °C; pH=5,0) midiendo la 
cantidad de metil-umbeliferona liberada a partir de los sustratos MUG y MUGS, 
respectivamente. 
 
 
Figura 56. Isoformas de la Hex presentes en las membranas provenientes de la cabeza de 
los espermatozoides, y en los espermatozoides reaccionados, de R. arenarum. La actividad 
Hex total (barras verdes) y de tipo Hex A/S (barras amarillas) en las proteínas extraídas desde 
las membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides (map tritón; 13 g de 
proteínas totales por reacción), y desde los espermatozoides reaccionados (sp reacc tritón; 25 g 
de proteínas totales por reacción), fue inferida midiendo la cantidad de metil-umbeliferona 
liberada a partir de los sustratos MUG y MUGS, respectivamente, luego de 45 min de reacción a 
37°C (pH=3,6). 
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La actividad Hex total encontrada en la matriz acrosomal de los espermatozoides 
fue al menos 11 veces mayor que la actividad de tipo A/S. En las proteínas extraídas 
desde los espermatozoides reaccionados, y desde las membranas provenientes de la 
cabeza de los espermatozoides, la actividad Hex total fue ~5 veces mayor, y ~3,5 veces 
mayor, que la actividad de tipo A/S, respectivamente. Sin embargo, en ninguna de estas 
fracciones la actividad de tipo A/S fue nula. 
 
 
DISCUSIÓN 
 
Como se mencionó anteriormente, las glucosidasas, y entre ellas la Hex, han sido 
vinculadas a la fecundación en numerosas especies de animales, incluyendo a los 
anfibios. 
En ovocitos depuestos de X. laevis, dos isoformas de la Hex habían sido 
caracterizadas en base a sus diferentes movilidades electroforéticas en electroforesis en 
disco (Greve y col., 1985). Una de estas isoformas fue asociada a los gránulos 
corticales, y la otra al resto del citoplasma del ovocito (Greve y col., 1985). La isoforma 
de gránulos corticales fue liberada durante la reacción cortical inducida con ionóforo de 
calcio (Greve y col., 1985). Vo y col. (2003) reportaron que la isoforma presente en los 
gránulos corticales y liberada durante la reacción cortical (Greve y col., 1985), participa 
de la prevención de la polispermia hidrolizando residuos de N-acetil glucosamina 
terminales de ZPC, una de las glucoproteínas de la EV que actúa como receptor 
espermático. Sin embargo, nada era sabido acerca del tipo de isoforma (A, S o B) al que 
pertenecían estas Hexs, ni sobre su composición polipeptídica. Tampoco era conocida 
su localización subcelular en los ovocitos crecidos, depuestos y en el cigoto. En este 
trabajo de tesis, todos estos aspectos fueron abordados. 
En coincidencia con los reportes mencionados anteriormente, nuestros 
experimentos demostraron la existencia de dos isoformas de la Hex en los ovocitos 
depuestos de X. laevis. Estas isoformas fueron capaces de metabolizar tanto sustratos 
neutros (MUG) como negativamente cargados (MUGS), demostrando la existencia de 
sitios activos de tipo  en la estructura de ambas isoformas. Como fue descripto en la 
introducción, en los mamíferos han sido caracterizadas 3 isoformas de la Hex (A, B y 
S), compuestas por la homo o heterodimerización de dos subunidades ( y ) distintas. 
Las tres isoformas pueden metabolizar sustratos neutros. Sin embargo, sólo las 
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isoformas A () y S () son capaces de metabolizar sustratos negativamente 
cargados, debido a la presencia de subunidades  en su estructura. En base a ello, las 
dos isoformas encontradas en los ovocitos de X. laevis podrían ser clasificadas como de 
tipo A y/o S. 
Ambas isoformas pudieron separarse por electroforesis en geles nativos puesto 
que mostraron diferentes movilidades electroforéticas. La composición polipeptídica de 
cada una de ellas pudo determinarse por Western blot utilizando el antisuero                
-GST/Hex obtenido en esta tesis. La isoforma de mayor movilidad electroforética en 
gel nativo (referida como I2) mostró estar compuesta por, al menos, tres tipos de 
polipéptidos de 63 kDa, 59 kDa y 49 kDa. Sólo el polipéptido de 59 kDa estuvo 
presente en la isoforma de menor movilidad electroforética (referida como I1). El peso 
molecular predicho para los polipéptidos codificados en los ADNcs de las Hexs de      
X. laevis caracterizados en esta tesis fue de 60,5 kDa, luego de la ruptura de su péptido 
señal de anclaje al RER. Los pesos moleculares encontrados para los polipéptidos de   
63 kDa y 59 kDa estarían en concordancia con estas predicciones, y también con los 
pesos moleculares predichos para los polipéptidos codificados en el gen hex identificado 
en  X. tropicalis (61,3 kDa, luego de la ruptura del péptido señal de anclaje al RER). El 
tamaño molecular encontrado para estos polipéptidos, también fue concordante con los 
tamaños moleculares esperados para los precursores (pro-polipéptidos) de las 
subunidades  (58,2 kDa) y  kDa que constituyen las Hexs de humano 
(Mahuran y col., 1988) y con el tamaño molecular deducido para el polipéptido de la 
Hex de P. mammillata (59 kDa; Koyanagi y Honegger, 2003). 
Como fue mencionado previamente, las subunidades  y  que constituyen las 
distintas isoformas de la Hex en humano son sintetizadas como pre-pro-precursores. La 
obtención de las subunidades maduras requiere, entre otras modificaciones, la ruptura 
proteolítica del péptido señal de anclaje al RER y de un propéptido de ~10 kDa 
perteneciente a su extremo N-terminal (Mahuran y col., 1988). Fue reportado que luego 
de su separación proteolítica, los propéptidos se mantienen unidos a las subunidades 
maduras por enlace disulfuro (Quon y col., 1989; Hubbes y col., 1989). Esta posibilidad 
fue estudiada en las Hexs de ovocitos de X. laevis y sólo un polipéptido a ~55 kDa fue 
inmunodetectado con el antisuero -GST/Hex en condiciones no reductoras. Este 
resultado sugiere que los 3 polipéptidos que constituyen a estas Hexs, están química y 
estructuralmente relacionados. Además, podría sugerir que los polipéptidos de 59 kDa 
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y/o 49 kDa que constituyen la isoforma I2 podrían ser originados por la ruptura 
proteolítica de alguno de los polipéptidos de mayor tamaño, de manera semejante a lo 
que ocurre en humano. 
El antisuero -GST/Hex fue obtenido a partir de la región N-terminal de la Hex 
de X. laevis codificada en el ADNc JN127371. De este modo, es esperado que sólo sea 
capaz de reconocer epítopes pertenecientes a esta región de las Hexs. Sin embargo, 
ningún polipéptido de bajo peso molecular (~10 kDa) fue identificado por Western blot 
con el antisuero -GST/Hex cuando el extracto crudo de ovocitos de X. laevis fue 
resuelto en SDS-PAGE concentrado (15 % p/v) en condiciones reductoras (dato no 
mostrado). En base a ello, se podría hipotetizar que los polipéptidos de 59 kDa y 49 kDa 
encontrados en la isoforma I2 podrían originarse por la ruptura proteolítica de un 
fragmento C-terminal de un precursor. En concordancia con esta hipótesis, Mahuran y 
col. (1988) propusieron, a partir del análisis del peso molecular esperado y del obtenido 
por cromatografía de exclusión molecular en HPLC, que la subunidad  constituyente 
de las Hexs de humano podría ser modificada en el lisosoma en su extremo C-terminal. 
Sin embargo, nuevos experimentos deberán ser realizados para demostrar esta hipótesis 
en X. laevis.  
 
Las subunidades  y  que constituyen las Hexs de humano sufren 
procesamientos proteolíticos diferenciales que permiten identificarlas en SDS-PAGE 
(Mahuran y col., 1988). En esta tesis fue demostrado que los polipéptidos de tipo  y  
de las Hexs de X. laevis podrían ser sintetizados desde un mismo gen hex por splicing 
alternativo de dos de sus exones. Ambos polipéptidos presentan el mismo tamaño 
molecular deducido (~60,5 kDa). Como se discutió anteriormente, el tamaño de estos 
polipéptidos es concordante con el tamaño molecular de los polipéptidos de 59 y 63 kDa 
encontrados en la isoforma de tipo A/S I2 y con el tamaño molecular del polipéptido de 
59 kDa que constituye la isoforma de tipo A/S I1. En mamíferos, la isoforma A está 
constituida por un heterodímero de subunidades  y  y la isoforma S por un 
homodímero de subunidades . Sin embargo, se desconoce la estructura molecular de 
estas Hexs de X. laevis, como también la de la Hex de otros anfibios. De este modo, a 
pesar de que nuestros experimentos muestran diferentes composiciones polipeptídicas 
en las isoformas I1 e I2, y que es probable que alguno de sus polipéptidos estructurales 
sufra procesamientos proteolíticos diferenciales, los mismos no son concluyentes para 
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establecer alguna relación entre la composición polipeptídica de estas isoformas y la 
naturaleza  o  de los polipéptidos que las constituyen. 
 
La localización subcelular de la Hex en ovocitos de X. laevis fue previamente 
estudiada por Wall y Meleka (1985). Estos autores mostraron, por experimentos de 
histoquímica y tinción por actividad, que la Hex está localizada en toda la periferia de 
los ovocitos en etapas tempranas de su crecimiento (estadio I y II temprano). Nuestros 
resultados de inmunohistoquímica utilizando antisuero -GST/Hex y la lectina de D. 
biflorus mostraron, además, que la Hex colocaliza con el ligando de dicha lectina, que 
es un marcador de gránulos corticales en X. laevis. La localización de la Hex en 
gránulos corticales de los ovocitos de X. laevis había sido previamente inferida por 
medidas de actividad glucosidasa realizadas en el exudado de los gránulos corticales 
proveniente de los ovocitos activados con ionóforo de calcio (Greve y col., 1985). 
Nuestros experimentos de inmunohistoquímica estarían en concordancia con lo 
reportado por estos autores. Sin embargo, Wall y Melaka (1985) no pudieron localizar a 
la Hex en ovocitos crecidos (estadio de crecimiento IV en adelante) debido a que la 
visualización de la señal proveniente de la Hex se enmascaró por la pigmentación del 
hemisferio animal de estos ovocitos y por la intensificación de una señal inespecífica 
proveniente de la deposición de colorante sobre el vitelo. Greve y col. (1985) intentaron 
localizar la Hex en ovocitos enteros depuestos mediante experimentos de citoquímica y 
tinción por actividad Hex, y también fallaron. Ellos adjudicaron la ausencia de tinción 
proveniente de la Hex a la falta de penetrabilidad celular de algunos de los reactivos 
utilizados para evidenciarla. En esta tesis, estas desventajas fueron superadas 
localizando la Hex por inmunohistoquímica de fluorescencia con el antisuero -
GST/Hex en cortes de ovocitos. Nuestros resultados demostraron por primera vez que la 
Hex está principalmente localizada en el córtex del hemisferio animal de los ovocitos 
crecidos y depuestos (estadio de crecimiento IV en adelante), y que esta localización se 
mantiene luego de la fecundación. Este resultado sugiere que la Hex es relocalizada 
durante el crecimiento de los ovocitos en el ovario o que es preferencialmente 
sintetizada en el hemisferio animal de los ovocitos que se encuentran en las últimas 
etapas de su crecimiento. Esta última hipótesis es soportada por el hallazgo de que la 
periferia de los ovocitos crecidos es el sitio principal donde ocurre la síntesis de 
proteínas (Capco y Mecca; 1988) y de que la mayor parte del aparato de Golgi, un 
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orgánulo transitado por la Hex durante su síntesis (Proia y col., 1984), está localizado en 
el hemisferio animal de estos ovocitos (Imoh y col., 1983). 
Decroly y col. (1979) y Wall y Meleka (1985) reportaron en X. laevis la presencia 
de la Hex en orgánulos semejante a lisosomas que fueron asociados con la endocitosis 
de vitelogenina y con el catabolismo del embrión recientemente formado. Vo y Hedrick 
(2003) demostraron que la Hex presente en los gránulos corticales de los ovocitos de   
X. laevis participa de la prevención de la polispermia. Nuestros experimentos de 
inmunohistoquímica mostraron una localización subcelular de la Hex (en gránulos 
corticales y en el citosol de los ovocitos) concordante con estos reportes. 
Interesantemente, Elinson y col. (1975), y Cabada y col. (1989), sugirieron que el 
hemisferio animal de los ovocitos de anfibio es el sitio de entrada del espermatozoide 
durante la fecundación. Sin embargo, estos experimentos no son suficientes para 
demostrar la existencia de alguna relación entre la localización diferencial de la Hex en 
el hemisferio animal de los ovocitos crecidos y cigotos, y estos sucesos. Tampoco son 
concluyentes para establecer cuál de las isoformas de la Hex caracterizadas en geles 
nativos está asociada con los gránulos corticales, y cuál con el resto del citoplasma del 
ovocito. 
 
 
En los gametos de R. arenarum (modelo de estudio de nuestro laboratorio) sólo se 
había reportado la presencia de glucosidasas en los espermatozoides. En este trabajo de 
tesis, se determinó la presencia de siete glucosidasas en los ovocitos de R. arenarum. 
Las principales actividades encontradas en extractos crudo correspondieron a las 
glucosidasas N-acetil--D-glucosaminidasa (Hex) y N-acetil--D-galactosaminidasa. La 
actividad de estas enzimas fue al menos 2,5 veces mayor que el resto de las actividades 
ensayadas; incluyendo fucosidasa, manosidasa, glucosidasa y galactosidasa. Reportes 
previos sugieren que la Hex puede hidrolizar tanto residuos de N-acetil glucosamina 
como de N-acetil galactosamina terminales desde sus sustratos (Beely, 1985). De este 
modo, a pesar de que la actividad N-acetil--D-glucosaminidasa fue 1,7 veces mayor 
que la actividad N-acetil--D-galactosaminidasa, ambas podrían estar asociadas a la 
misma enzima. 
La actividad de la Hex de ovocitos de R. arenarum fue evaluada a distintos pH. 
Fue encontrado que esta enzima presenta un valor de pH óptimo cercano a 3,5. Este 
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valor de pH óptimo está en concordancia con el valor de pH óptimo esperado para una 
enzima de origen lisosomal como lo es la Hex. Además, está en concordancia con el 
valor de pH óptimo reportado para la Hex de espermatozoides de la misma especie 
(pH=3,5; Martinez y col., 2000). Sin embargo, a pHs cercanos a los encontrados en el 
medio ambiente natural donde ocurre la fecundación de este anfibio (pH~8,0; O´Brien y 
col., 2011), la actividad de la Hex fue prácticamente nula. Martinez y col. (2000) 
demostraron que la Hex de espermatozoides de R. arenarum es capaz de interaccionar 
in vitro a modo de lectina con componentes de la EV de ovocitos homólogos en buffers 
de pH cercanos a la neutralidad (pH=7,6). A su vez, estos autores reportaron que esta 
Hex es capaz de recuperar su actividad luego de la incubación por tiempos prolongados 
(hasta 16 h) en buffer de pH 8,80. Nuestros experimentos realizados en gel nativo 
(pH~8,0) demuestran que la Hex de ovocitos de R. arenarum se comporta de la misma 
manera, siendo capaz de recuperar su actividad por la reincubación en un buffer de pH 
adecuado (pH~4,0). En su conjunto, estos resultados permiten hipotetizar que la 
actividad de la Hex de gametos de R. arenarum, como enzima o como lectina, podría 
ser modulada durante la fecundación por el pH de su microentorno, al igual que lo 
propuesto para las glucosidasas de los gametos de ascidias en el modelo de fecundación 
actualmente aceptado. 
El número y tipo de isoformas de la Hex en los ovocitos maduros de R. arenarum 
fue determinado en primera instancia en gel nativo utilizando los sustratos MUG y 
MUGS. Tres isoformas de la Hex fueron evidenciadas en estos experimentos. Dos de 
estas isoformas (referidas como HexA/S1 y HexA/S2) fueron capaces de metabolizar 
tanto sustratos neutros como negativamente cargados, mostrando ser isoformas de tipo 
A o S según la caracterización realizada para mamíferos. Sin embargo, una de ellas 
(referida como HexB) sólo fue capaz de metabolizar sustratos neutros en forma 
semejante a la isoforma de mamífero de tipo B. Éste representa el primer reporte sobre 
la existencia de distintas isoformas de la Hex en los anfibios con actividades semejantes 
a las de las isoformas A/S y B caracterizadas en los mamíferos. 
La composición polipeptídica de estas isoformas se determinó por Western blot 
utilizando el antisuero -GST/Hex. La isoforma de tipo A/S mostró estar constituida 
por polipéptidos de ~43 kDa, mientras que la isoforma de tipo B presentó sólo 
polipéptidos de ~32 kDa en su estructura. Martinez y col. (2000) reportaron que la Hex 
purificada a partir de hígado de R. arenarum posee un tamaño molecular aproximado de 
45 kDa en SDS-PAGE. El tamaño molecular encontrado para el polipéptido 
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constituyente de la isoforma de tipo A/S está en concordancia con este reporte. Sin 
embargo, los tamaños moleculares de estos polipéptidos fueron diferentes a los 
encontrados por Western blot con el antisuero -GST/Hex para los polipéptidos 
constituyentes de las Hexs de ovocitos depuestos de X. laevis. También fueron 
diferentes a los tamaños moleculares predichos para los polipéptidos de las Hexs de tipo 
 y  caracterizados en X. laevis y X. tropicalis, y al tamaño molecular predicho para la 
Hex de P. mammillata (Koyangi y Honneger, 2003). 
Como ya mencionamos, las subunidades  y  maduras encontradas en las Hexs 
de humano son generadas por proteólisis desde un precursor polipeptídico, y el 
antisuero -GST/Hex no podría reconocer fragmentos polipéptidos provenientes de la 
región central o C-terminal de las Hexs. Cuando se estudió la asociación por enlace 
disulfuro de estos polipéptidos, con otros que posiblemente no fueron 
inmunodetectados, no se observó ningún corrimiento significativo de sus tamaños 
moleculares, sugiriendo que no son producto de una proteólisis interna de un precursor, 
a diferencia de lo que ocurre en humano. En estos experimentos sólo se evidenció un 
pequeño aumento en el tamaño molecular del polipéptido que constituye la isoforma de 
tipo B, equivalente a 1,7 kDa, sugiriendo que en realidad esta isoforma estaría 
constituida por polipéptidos de 32 kDa que tendrían unido un pequeño péptido por 
enlace disulfuro. Ha sido sugerido que los procesamientos proteolíticos que dan origen a 
las subunidades  y  maduras de las Hexs de humano, que ocurren luego de la ruptura 
del péptido señal de anclaje al RER, suceden en el lisosoma como consecuencia del 
ataque proteolítico de sectores estructuralmente expuestos en los precursores plegados 
(Mahuran y col., 1988). Es probable que ésta fragmentación del polipéptido 
constituyente de isoforma B de la Hex de ovocitos maduros de R. arenarum se genere 
de igual modo. 
 
Como un prerrequisito para vislumbrar el rol de la Hex en los ovocitos de           
R. arenarum se determinó su localización subcelular. En experimentos de 
inmunohistoquímica realizados con el antisuero -GST/Hex se pudo visualizar que la 
Hex está localizada en toda la periferia de los ovocitos, entre la envoltura vitelina y los 
gránulos de pigmento, como también dispersa en el interior de su citoplasma. Estudios 
de ultraestructura realizados por microscopía electrónica mostraron que los gránulos 
corticales de los ovocitos de X. laevis están dispuestos como una fila única de pequeños 
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orgánulos (~1,2m - 2,5m), situados en toda la periferia celular entre la membrana 
plasmática y los gránulos de pigmento (Balinsky y Devis, 1963; Dumont, 1972). La 
misma disposición fue encontrada en ovocitos de R. arenarum utilizando microscopía 
electrónica (Gómez y col., 1984). La localización periférica de la Hex encontrada en 
esta tesis en los ovocitos maduros de R. arenarum fue concordante con esta descripción, 
sugiriendo que podría estar asociada a los gránulos corticales. La presencia de la Hex en 
los gránulos corticales de estos ovocitos fue confirmada por medio de ensayos de 
actividad enzimática realizados en el producto de la reacción cortical. En estos ensayos 
no sólo fue detectada la actividad proveniente de la Hex, sino que además, fue 
encontrada la presencia de una alta actividad fucosidasa, sugiriendo que ambas enzimas 
podrían estar involucradas en la conversión de la envoltura vitelina en la envoltura de 
fecundación, y como consecuencia en la prevención de la polispermia durante la 
fecundación de R. arenarum. En concordancia con esta hipótesis, fue demostrado que 
una Hex presente en los gránulos corticales de los ovocitos de X. laevis es liberada 
durante la reacción cortical y que participa de la prevención de la polispermia en esta 
especie (revisado en Hedrick, 2008). La Hex fue también relaciona con la prevención de 
la polispermia en especies no anfibias. Miller y col. (1993b) encontraron que una Hex 
de tipo B localizada en los gránulos corticales de los ovocitos de ratón es liberada 
durante la reacción cortical y que participa del bloqueo de la polispermia disminuyendo 
la unión de los espermatozoides con la zona pelúcida. En ascidias fue demostrado que 
una Hex que es liberada desde los óvulos al agua de mar luego de la fecundación 
participa del bloqueo de la polispermia impidiendo la unión supernumeraria de 
espermatozoides a la envoltura vitelina (Lambert, 1989b). 
La composición polipeptídica de la Hex presente en los gránulos corticales de los 
ovocitos de R. arenarum se determinó por Western blot utilizando el antisuero -
GST/Hex. Fue encontrado que esta Hex no estaba constituida por ninguno de los 
polipéptidos mayoritarios caracterizados en el extracto crudo de los ovocitos maduros 
(43 kDa y 32 kDa), sino por polipéptidos de ~60 kDa. El peso molecular encontrado 
para este polipéptido fue concordante con el peso molecular predicho para los 
polipéptidos de las Hexs de tipo  y  caracterizados en esta tesis en Xenopus y, 
además, fue similar al peso molecular de los polipéptidos de 63 kDa y 59 kDa que 
constituyen las isoformas I1 (59kDa) e I2 de la Hex de ovocitos de X. laevis. 
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Cuando la naturaleza de esta Hex fue estudiada midiendo la actividad con los 
sustratos MUG (HexA/S + HexB) y MUGS (HexA/S), se encontró que metaboliza 
sustratos neutros con mayor velocidad (~9 veces mayor) que sustratos negativamente 
cargados. Este resultado podría sugerir que la Hex de gránulos corticales de                  
R. arenarum es principalmente del tipo B. Sin embargo, la actividad con el sustrato 
MUGS no fue nula. 
En humanos, los parámetros cinéticos de las Hexs A, B y S, con los sustratos 
MUG y MUGS, fueron determinados para las isoformas purificadas a partir de hígado 
(Kytzia y Sandhoff, 1985). Fue encontrado que la isoforma de tipo A es capaz de 
metabolizar con mayor velocidad al sustrato MUG (Km=0,90 mM; Vmáx: 1,8 10
-4
 mol 
min
-1
 mg
-1
) que al sustrato MUGS (Km=0,31 mM; Vmáx: 2,5 10
-5
 mol min
-1
 mg
-1
). 
Teniendo en cuenta este reporte, que el sustrato MUGS no es capaz de discriminar entre 
las isoformas A y S, y que en R. arenarum no se determinaron las propiedades cinéticas 
de las isoformas de la Hex caracterizadas con los sustratos MUG y MUGS, los 
resultados encontrados en esta tesis no resultan suficientes para descartar la presencia de 
ninguna de las isoformas de la Hex evaluadas, en los gránulos corticales de los ovocitos 
de R. arenarum. Además, la carencia de las determinaciones cinéticas en R. arenarum 
tampoco permiten predecir si las actividades obtenidas con los sustratos MUG y MUGS 
provienen, o no, de la misma enzima. 
 
En su conjunto, los resultados encontrados en ovocitos maduros de R. arenarum 
demuestran la existencia de Hex/s exclusiva/s de gránulos corticales, que es/son 
liberada/s durante la reacción cortical. Este hallazgo permite hipotetizar la participación 
de esta/s Hex/s en la conversión de la envoltura vitelina en envoltura de fecundación, y 
en consecuencia en la prevención de la polispermia. Además, como ya mencionamos, 
en ovocitos de X. laevis fue reportada la existencia de Hex asociada a orgánulos 
semejantes a lisosomas que han sido vinculadas a la endocitosis de vitelogenina (Wall y 
Meleka, 1985) y al catabolismo del cigoto recientemente formado (Decroly y col., 
1979). Es probable que las Hexs constituidas por los polipéptidos de 32 kDa y 43 kDa 
caracterizadas en los extractos crudo de los ovocitos maduros de R. arenarum tengan 
funciones semejantes a las de estas Hexs de X. laevis.  
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La localización subcelular de la Hex en los espermatozoides de R. arenarum fue 
estudiada como un prerrequisito para determinar su rol durante la fecundación en esta 
especie. 
Durante la reacción acrosómica, las proteínas acrosomales son liberadas en el 
microentorno de la cabeza de los espermatozoides. Se cree que las enzimas liberadas 
(proteasas, glucosidasas, etc.) actúan localmente sobre las glucoproteínas de la 
envoltura del ovocito facilitando el avance del espermatozoide hacia su membrana 
plasmática. En ratón, fue demostrado que una Hex de tipo B es liberada durante la 
reacción acrosómica y que facilita la penetración del espermatozoide a través de la ZP 
presumiblemente removiendo o enmascarando residuos N-acetil glucosaminidasa que 
generarían uniones estables con los espermatozoides (Miller y col., 1993a). En 
concordancia con resultados previamente publicados por nuestro laboratorio (Martinez 
y col., 2000), el análisis de las fracciones espermáticas en R. arenarum mostró una alta 
actividad de Hex en el contenido acrosomal, sugiriendo su participación en el pasaje del 
espermatozoide a través de la envoltura vitelina de los ovocitos. El análisis de la 
actividad de esta/s Hex/s con los sustratos MUG (Hex total) y MUGS (HexA/S) mostró 
que puede metabolizar sustratos neutros al menos 11 veces más rápido que sustratos 
negativamente cargados. Sin embargo, la actividad Hex con el sustrato MUGS no fue 
nula. Teniendo en cuenta las mismas consideraciones realizadas en el análisis de las 
isoformas de la Hex presentes en los gránulos corticales de los ovocitos maduros de R. 
arenarum, no podría descartarse la presencia de ninguna de las isoformas analizadas 
(HexB y HexA/S) en la matriz acrosomal de los espermatozoides de R. arenarum en 
base a estos experimentos.  
 
Como fue mencionado en la introducción, durante la reacción acrosómica se 
generan vesículas acrosomales compuestas por fracciones de la membrana acrosomal 
externa y de la membrana plasmática de la región apical de la cabeza del 
espermatozoide. En nuestros experimentos, la ruptura del acrosoma fue inducida por 
liofilización de los espermatozoides seguido de shock hiposmótico (Raisman y col., 
1980). La Hex fue detectada entre las proteínas extraídas desde las membranas 
provenientes de la cabeza del espermatozoide, permitiendo suponer su presencia en la 
membrana plasmática apical y/o acrosomal externa. La presencia de Hex en la 
membrana plasmática de los espermatozoides fue reportada en humano (Perez Martinez, 
2008) y en la mosca mediterránea de la fruta (Intra y col., 2011). En D. melanogaster 
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fue demostrado que una Hex integral de membrana ubicada en la región de la membrana 
plasmática que subyace por encima del acrosoma es indispensable para la fecundación 
de esta especie (Perotti y col., 2001). De este modo, la presencia de la Hex en esta 
fracción subcelular de los espermatozoides de R. arenarum podría sugerir su 
participación en la unión inicial de los gametos. 
 
Martinez y col. (2000) sugirieron la presencia de una Hex integral de membrana 
en los espermatozoides reaccionados de R. arenarum. Nuestros resultados fueron 
concordantes con los de estos investigadores, verificándose la presencia de actividad 
Hex entre las proteínas extraídas con tritón X-100 de los espermatozoides reaccionados. 
 
El análisis del tipo de actividad de las Hexs presentes en la fracción de las 
membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides y en los espermatozoides 
reaccionados, con los sustratos MUG y MUGS, mostró que metabolizan tanto sustratos 
neutros como sustratos negativamente cargados, aunque estos últimos con menor 
eficiencia. Teniendo en cuenta las consideraciones anteriormente detalladas, tanto para 
la Hex presente en los gránulos corticales de los ovocitos, como para la Hex presente en 
la matriz acrosomal de los espermatozoides, no se podría descartar la presencia de 
ninguna de las isoformas de la Hex analizadas (B o A/S) en estas fracciones. 
 
En resumen, el análisis de la presencia de Hexs en las distintas fracciones 
espermáticas sugiere que la Hex de espermatozoides de R. arenarum no sólo podría 
estar involucrada en la unión de los gametos sino, además, en el pasaje del 
espermatozoide a través de la envoltura vitelina de los ovocitos. 
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CAPÍTULO VI: CARACTERIZACIÓN BIOLÓGICA DE 
GLUCOSIDASAS INVOLUCRADAS EN LA FECUNDACIÓN DE R. 
ARENARUM 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Resultados obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio sugirieron que la Hex 
participa en la fecundación de R. arenarum (Martinez y col., 2000). Experimentos 
realizados en esta tesis demostraron, además, que la Hex está localizada tanto en la 
matriz acrosomal como en las membranas apicales de los espermatozoides de R. 
arenarum, sugiriendo que podría estar involucrada en la unión primaria entre los 
gametos y/o en el pasaje del espermatozoide reaccionado a través de la EV del ovocito. 
En esta tesis también se demostró la presencia de glucosidasas en los ovocitos de 
este anfibio. Asociadas a los gránulos corticales se encontraron dos actividades 
glucosídicas mayoritarias, Hex y fucosidasa, que fueron liberadas durante la reacción 
cortical que lleva al bloqueo lento de la polispermia. 
del Pino y Cabada (1987) reportaron que el tratamiento de los ovocitos de           
R. arenarum con la lectina concanavalina A disminuye la tasa de fecundación, 
sugiriendo la participación de residuos de D-manosa y/o D-glucosa de la EV en el etapa 
de reconocimiento espermatozoide- ovocito. En concordancia con estos trabajos, Darío 
Krapf (trabajo de tesis doctoral) mostró que la adición de D-manosa o de N-acetil 
galactosamina (sustrato de la Hex) en el medio de interacción disminuye el porcentaje 
de unión de espermatozoides al hemisferio animal de la EV de los ovocitos de R. 
arenarum. 
Barisone y col. (2003) demostraron mediante ensayos de lectin blot que los 
residuos de N-acetil galactosamina de gp75 (homóloga a ZPA) son removidos durante 
la conversión de la EV en la EF en R. arenarum. 
 
Estos trabajos sugieren la participación de distintas glucosidasas (Hex, fucosidasa, 
manosidasa, glucosidasa y N-acetil galactosidasa) en la fecundación de R. arenarum. En 
este capítulo se abordará la determinación de la participación de estas glucosidasas en la 
fecundación de este anfibio, tanto a nivel global como en la etapa de unión 
espermatozoide-EV, poniendo especial énfasis en determinar el rol de la Hex. 
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RESULTADOS 
 
A- ROL DE LA HEX EN LA FECUNDACIÓN DE R. ARENARUM 
A1- Ensayos biológicos de inhibición de la Hex  
El uso de inhibidores específicos para determinar el rol biológico de la Hex en la 
fecundación fue abordado en diferentes especies, incluyendo ratón (Miller y col., 1993a; 
Miller y col., 1993b), hámster (Zitta y col., 2006) y la ascidia P. mammillata 
(Godknecht y Honegger, 1995). Zitta y col. (2006) evaluaron el efecto de dos 
inhibidores específicos de la Hex, la 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona 
(lactona) y la N-acetilglucosamina tiazolina, sobre la Hex de espermatozoides de 
hámster. La lactona fue más potente como inhibidor de la Hex (EC50: 0,02 mM para la 
lactona y EC50: 32 mM para la N-acetilglucosamina tiazolina) y, además, fue capaz de 
inhibir la unión de los espermatozoides a la ZP en ensayos in vitro. 
 
A1A- Efecto de la 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona sobre la Hex de gametos 
de R. arenarum 
Como un primer objetivo para evaluar la participación de la Hex en la 
fecundación de R. arenarum, se determinó el efecto de la lactona sobre la Hex presente 
en sus gametos. Para ello, la actividad Hex total en los extractos crudo de 
espermatozoides y de ovocitos de R. arenarum fue evaluada mediante ensayos 
continuos de actividad enzimática en presencia de diferentes concentraciones de lactona 
(0 a 100 M) (fig. 57). 
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Figura 57. Efecto de la 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona sobre la actividad Hex 
de gametos de R. arenarum. La actividad Hex total en los extractos crudo de espermatozoides 
(A) y de ovocitos (B) de R. arenarum fue evaluada en presencia de distintas concentraciones de 
lactona midiendo la cantidad de metil-umbeliferona liberada desde el sustrato MUG      
(pH=5,0; 37 °C). Cada punto representa el promedio y el desvío estándar de tres mediciones. 
 
La actividad Hex total presente tanto en el extracto crudo de espermatozoides 
como en el extracto crudo de ovocitos fue inhibida por la presencia de lactona de 
manera concentración dependiente. En ambos casos, a concentraciones de lactona 10 
M la actividad Hex total fue ~7% de la actividad Hex total control (en ausencia de 
lactona), mientras que a concentraciones mayores (100 M lactona) la actividad Hex 
total fue prácticamente nula (sólo 1,5% respecto del control). 
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A1B- Efecto de la adición de 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona en la 
fecundación de R. arenarum 
Con el objetivo de evaluar la participación de la Hex en la fecundación de R. 
arenarum se realizaron experimentos de fecundación in vitro en la presencia de 
diferentes concentraciones de lactona (0 a 10 mM). Los resultados obtenidos son 
mostrados en la figura 58. 
 
 
Figura 58. Efecto de la adición de lactona en la fecundación de R. arenarum. Lotes de     
~50 ovocitos de R. arenarum desprovistos de su cubierta gelatinosa fueron inseminados con      
1 x 10
5
 sp/ml (EW: 50% v/v) en presencia de distintas concentraciones de lactona (T=25 °C). El 
porcentaje de ovocitos fecundados (embriones en estadio de 2 células) referido al control 
(tomado como 100%) fue determinado bajo lupa estereoscópica 2 horas después de la adición de 
los espermatozoides. Las barras representan el promedio y el desvío estándar obtenidos en 4 
experimentos independientes realizados por triplicado. Los resultados fueron evaluados 
estadísticamente mediante un ensayo ANOVA de una vía y el test de comparaciones múltiples 
de Holm-Sidak; p=<0,001. 100% equivale a un promedio de 65% de ovocitos fecundados. 
 
Los resultados obtenidos en estos experimentos mostraron un descenso gradual en 
el porcentaje de ovocitos fecundados a medida que se aumentó la concentración de 
lactona en el medio de fecundación. A concentraciones de lactona adicionadas de 5 mM 
y 10 mM el porcentaje de fecundación disminuyó en forma significativa a ~52% y 
~11%, respectivamente, respecto del ensayo control (Ringer 10%; 0 M lactona). 
Ninguna diferencia en la motilidad de los espermatozoides fue observada por 
microscopía óptica respecto del control en los medios de fecundación conteniendo las 
distintas concentraciones de lactona analizadas (datos no mostrados). 
Estos ensayos demuestran la participación de la Hex en la fecundación de           
R. arenarum, como fue previamente sugerido en base a la localización subcelular de la 
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Hex en sus gametos. Sin embargo, no son suficientes para establecer la etapa de la 
fecundación en la que la Hex estaría involucrada: unión de los gametos, pasaje del 
espermatozoide reaccionado a través de la EV de los ovocitos o prevención de la 
polispermia. 
 
A1C-Efecto de la adición de 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona en la unión de 
los espermatozoides a la EV de los ovocitos de R. arenarum 
Experimentos previamente realizados en nuestro laboratorio mostraron que la 
ausencia de EW en el medio de fecundación no afecta la cantidad ni la calidad de la 
unión de los espermatozoides de R. arenarum a las EV de los ovocitos homólogos 
(Darío Krapf; trabajo de tesis). Basados en estos trabajos, se diseñó una metodología 
para poder estudiar de manera cuantitativa la unión de los espermatozoides a EV 
aisladas (descripta en detalle en materiales y métodos). En estos experimentos los 
espermatozoides firmemente adheridos a las EV pueden ser contados por microscopía 
de campo claro o, alternativamente, por microscopía de fluorescencia luego de la tinción 
de sus núcleos con Hoechst (fig. 59). 
 
 
Figura 59. Unión de espermatozoides a EVs aisladas. EVs aisladas de ovocitos de                
R. arenarum fueron incubadas con una suspensión de espermatozoides (~1 x 10
6
 sp/ml) en un 
medio hipotónico (Ringer 10%) por 10 minutos. Luego, las EV fueron lavadas y los 
espermatozoides firmemente adheridos fueron fijados a la EV con formaldehído al 3,7 % v/v. 
A- Micrografía de campo claro tomada a baja magnificación (40x) mostrando una EV aislada y 
espermatozoides unidos a ella. B- Micrografía de campo claro tomada con una magnificación de 
200 veces mostrando los espermatozoides (sp) que se unieron a la EV mediante una unión 
estable. Una región equivalente a la mostrada es señalizada con un recuadro en el panel A.      
C- Micrografía de fluorescencia azul (200x) correspondiente a espermatozoides unidos a una 
EV teñidos con Hoechst 33258 (em=465nm). 
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Con el objetivo de estudiar si la Hex participa de la fecundación de R. arenarum 
en la etapa de unión de los espermatozoides con la EV de los ovocitos, los ensayos de 
unión espermatozoide-EV aislada fueron realizados en la presencia de lactona a las 
concentraciones utilizadas en los experimentos de fecundación in vitro (fig.60). 
 
 
Figura 60. Efecto de la adición de lactona en la unión de los espermatozoides a la EV de 
ovocitos de R. arenarum. EV aisladas de ovocitos de R. arenarum fueron incubadas por         
10 minutos con 5 x 10
6
 espermatozoides/ml en medio Ringer 10% conteniendo distintas 
concentraciones de lactona (indicadas al pie del gráfico). Las barras indican el porcentaje 
promedio de espermatozoides unidos a la EV por campo (magnificación 200x) referido al 
control (100%)  SEM; n=4. Para cada condición ensayada el número promedio de 
espermatozoides unidos a la EV por campo fue obtenido a partir de al menos 10 campos 
distintos tomados sobre distintas EVs. 100% equivale a un promedio de 186 espermatozoides 
unidos por campo. Los datos obtenidos fueron analizados estadísticamente mediante un ensayo 
ANOVA de una vía y el test de comparaciones múltiples de Bonferroni; p=<0,001. 
 
En estos ensayos se observó que la adición de lactona en el medio de incubación 
provocó una disminución significativa del número de espermatozoides unidos a la EV 
aislada de los ovocitos. A concentraciones de lactona adicionada de 0,1 mM y de 1 mM 
la unión de los espermatozoides a la EV disminuyó un 40%. Sin embargo, a 
concentraciones más elevadas (5 mM y 10 mM), donde la lactona también provocó un 
descenso significativo de la tasa de fecundación, los espermatozoides se agregaron 
espontánea e instantáneamente al contactar el medio que contenía a las EVs aisladas 
(fig. 61). Ninguna agregación espermática fue observada en la misma solución (Ringer 
10%; lactona 5 mM y 10mM) en ausencia de EVs. El motivo de esta agregación es 
desconocido y posteriores experimentos deberán ser realizados para dilucidar este 
fenómeno. 
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Figura 61. Efecto de la adición de lactona 10 mM sobre los espermatozoides de                  
R. arenarum en presencia de EVs aisladas. A- Micrografía de campo claro tomada a baja 
magnificación (40 x) mostrando la agregación de los espermatozoides (sp agregados) en 
presencia de EV y lactona 10 mM. B- Micrografía de campo claro y (C-) de fluorescencia 
tomadas a mayor magnificación mostrando la agregación de los espermatozoides con mayor 
detalle. Los núcleos espermáticos fueron teñidos con Hoechst 33258. 
 
A2- Efecto del pretratamiento de la EV de los ovocitos de R. arenarum con Hex pura en 
la unión de los espermatozoides 
Los resultados obtenidos en los experimentos de fecundación in vitro y de unión 
de espermatozoides a la EV en presencia de lactona, sugieren que la Hex participaría en 
la fecundación de R. arenarum al menos a nivel de la unión entre los gametos. Para 
corroborar esta hipótesis, se estudió la participación de la Hex en la unión de los 
espermatozoides con la EV utilizando EVs aisladas pretratadas con una Hex pura (jack 
bean; Sigma). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 62. 
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Figura 62. Efecto del pretratamiento de la EV con Hex sobre la unión de los 
espermatozoides. EVs aisladas de ovocitos de R. arenarum fueron incubadas con la Hex de 
jack bean pura los tiempos indicados al pie del gráfico (2 U/ml; pH=5,0). Las EVs fueron 
posteriormente lavadas e incubadas por 10 minutos con una suspensión de espermatozoides     
(3 x 10
6
 espermatozoides/ml) en medio Ringer 10%; pH=7,6. Las barras indican el porcentaje 
promedio de espermatozoides unidos a la EV por campo referido al control (100%)  SEM; 
n=3. Para cada condición ensayada el número promedio de espermatozoides unidos a la EV por 
campo fue obtenido a partir de al menos 10 campos distintos tomados sobre distintas EVs. 
100% equivale a un promedio de 40 espermatozoides por campo. Los datos obtenidos fueron 
analizados estadísticamente por el método de Kruskal-Wallis y el test de comparaciones 
múltiples de Dunn; p=<0,001. 
 
En estos experimentos se observó un descenso gradual en el número de 
espermatozoides unidos a la EV en correlación con el aumento del tiempo de 
preincubación de las EVs aisladas con la Hex de jack bean pura. Luego de 4,5 horas de 
tratamiento, el número promedio de espermatozoides unidos a la EV disminuyó un 65% 
respecto del control (EVs aisladas sin tratar). 
 
 
B- ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE OTRAS GLUCOSIDASAS EN LA 
FECUNDACIÓN DE R. ARENARUM 
B1- Competencia de la unión espermatozoide-EV con distintos azúcares 
Para evaluar la participación de las glucosidasas sugeridas en la introducción 
(Hex, fucosidasa, manosidasa, glucosidasa y N-acetil galactosidasa) en la fecundación 
de R. arenarum, inicialmente se realizaron los experimentos de unión de los 
espermatozoides a la EV aislada en la presencia de concentraciones 10 mM y 100 mM 
de sus azúcares sustrato, que fueron utilizados como competidores de la interacción. Los 
resultados obtenidos son presentados en la figura 63. 
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Figura 63. Efecto de la presencia de distintos azúcares en la unión de los espermatozoides 
a la EV de ovocitos de R. arenarum. EV aisladas de ovocitos de R. arenarum fueron incubadas 
por 10 minutos con 3 x 10
6
 espermatozoides/ml en medio Ringer 10% conteniendo (A-) 10 mM 
o (B-) 100 mM de los azúcares indicados al pie del gráfico. Las barras indican el porcentaje 
promedio de espermatozoides unidos a la EV por campo referido al control (100%)  SEM. 
Para cada condición ensayada (n=3) el número promedio de espermatozoides unidos a la EV 
por campo fue obtenido a partir de al menos 10 campos distintos tomados sobre diferentes EVs. 
100% equivale a un promedio de 35 espermatozoides por campo. Los datos obtenidos fueron 
analizados estadísticamente mediante un ensayo ANOVA de una vía y el test de comparaciones 
múltiples de Dunn; p=<0,05. 
 
Los ensayos de competencia de la unión espermatozoide-EV aislada realizados en 
presencia de diferentes azúcares a concentraciones 10 mM (fig. 63A) mostraron que la 
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manosa, la N-acetil glucosamina y la N-acetil galactosamina fueron capaces de 
disminuir de manera significativa la unión de los espermatozoides a la EV. La manosa 
disminuyó la unión en aproximadamente el 57%, mientras que la N-acetil glucosamina 
y de N-acetil galactosamina provocaron una disminución de la unión en menores 
porcentajes (~30%). Ninguno de los otros azúcares evaluados a esta concentración (L-
fucosa y D-glucosa) fue capaz de interferir la unión espermatozoide-EV, sugiriendo que 
no participan de esta interacción y demostrando la especificidad del efecto obtenido en 
las competencias realizadas con manosa, N-acetil glucosamina y N-acetil 
galactosamina. Cuando la concentración de los azúcares en el medio de interacción fue 
aumentada a 100 mM (fig. 63B), todos ellos fueron capaces de reducir 
significativamente la unión de los espermatozoides a la EV y en aproximadamente los 
mismos porcentajes (~80%). Ninguna diferencia en la motilidad de los espermatozoides 
fue observada por microscopía óptica cuando los espermatozoides fueron evaluados en 
los diferentes medios de unión analizados (datos no mostrados). 
 
B2- Efecto de la adición de manosa o fucosa en la fecundación de R. arenarum 
Con el objetivo de analizar si la adición de D-manosa o de L-fucosa afecta la 
fecundación de R. arenarum de manera global, se realizaron experimentos de 
fecundación in vitro en presencia de distintas concentraciones (0 a 100 mM) de estos 
azúcares (fig. 64). 
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Figura 64. Efecto de la adición de manosa o fucosa en la fecundación de R. arenarum. 
Lotes de ~50 ovocitos de R. arenarum desprovistos de su cubierta gelatinosa fueron 
inseminados con 1 x 10
5
 sp/ml (EW: 50% v/v) en presencia de distintas concentraciones de    
(A-) D-manosa o (B-) L-fucosa. El porcentaje de ovocitos fecundados referidos al control 
(100%) fue obtenido bajo lupa estereoscópica a las 2 horas de la adición de los espermatozoides. 
Las barras representan el promedio y el desvío estándar (n=3). Los resultados fueron analizados 
estadísticamente mediante un ensayo ANOVA de una vía y el test de comparaciones múltiples 
de Holm-Sidak; p<=0,001. 
 
En estos experimentos se pudo verificar que la manosa redujo significativamente 
el porcentaje de fecundación sólo cuando fue adicionada a concentraciones de 100 mM 
(fig. 64A). A concentraciones menores (50 mM o inferior), el porcentaje de fecundación 
obtenido no varió respecto del control realizado sin la adición de azúcar. Por el 
contrario, la adición de fucosa mostró una disminución significativa (40%) del 
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porcentaje de fecundación a concentraciones 10 mM. La disminución de la fecundación 
fue mayor (80%) cuando se utilizaron concentraciones de fucosa 100 mM. 
 
 
DISCUSIÓN 
 
Las glucosidasas, los carbohidratos y sus interacciones han sido relacionados al 
proceso de fecundación en numerosas especies animales (Miranda y col., 1997; Miranda 
y col., 2000; Perotti y col., 2001; Miller y col., 2002; Honegger y Koyanagi, 2008). En 
los anfibios, la deglucosilación de la EV de los ovocitos con PNGasa F, una enzima que 
remueve oligosacáridos unidos por enlace N-glucosídico a proteínas, o metaperiodato 
de sodio, disminuyó su capacidad de unión de espermatozoides tanto en X. laevis (Vo y 
Hedrick, 2000; Tian y col., 1997) como en B. japonicus (Omata y Katagiri, 1996) y R. 
arenarum (Gustavo Barisone, resultados no publicados), demostrando la importancia de 
estas interacciones en la fecundación. 
Las glucosidasas fueron implicadas en la fecundación de X. laevis y R. arenarum. 
Como se detalló previamente, en X. laevis fue demostrado que una Hex presente en los 
gránulos corticales de los ovocitos es liberada durante la reacción cortical 
desencadenada por la fecundación (Greve y col., 1985; Prody y col., 1985). Trabajos 
posteriores realizados en el mismo laboratorio demostraron que esta Hex hidroliza 
residuos de N-acetil glucosamina terminales de uno de los oligosacáridos de ZPC que 
actuaría como receptor espermático, contribuyendo de este modo con la prevención de 
la polispermia (Vo y Hedrick, 2003). Martinez y col. (2000) demostraron que si la 
fecundación de R. arenarum es competida con una Hex comercial (jack bean), con 
anticuerpos específicos -Hex o con los azúcares N-acetil glucosamina o N-acetil 
galactosamina a concentraciones 100 mM, la tasa de fecundación disminuye, 
vinculando a la Hex con la fecundación de este anfibio. Experimentos realizados en este 
trabajo de tesis mostraron que la Hex está presente tanto en los espermatozoides como 
en los ovocitos de R. arenarum y en localizaciones subcelulares que permiten suponer 
su participación en la fecundación. En este capítulo fue demostrado que el inhibidor 
específico de la Hex, 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona, que fue utilizado 
para determinar el rol de Hex en la fecundación de otras especies, es capaz de inhibir 
tanto la Hex de espermatozoides como de ovocitos de R. arenarum. La presencia de este 
inhibidor en experimentos de fecundación in vitro inhibió la fecundación de los 
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ovocitos de manera concentración dependiente, demostrando la participación de la Hex 
en la fecundación de este anfibio. 
En R. arenarum la reacción acrosómica se desencadena por el contacto de los 
espermatozoides con la EV de los ovocitos en presencia de los factores difusibles de la 
cubierta gelatinosa (Barisone y col., 2002; Krapf y col., 2009). Sin embargo, Darío 
Krapf (tesis doctoral) mostró que si los componentes difusibles de la cubierta gelatinosa 
(EW) no están presentes durante esta interacción, los espermatozoides conservan su 
capacidad de unión a la EV pero no la de desencadenar la reacción acrosómica. Los 
experimentos de unión de espermatozoides a EVs aisladas en ausencia de EW y en 
presencia del inhibidor específico de la Hex realizados en esta tesis mostraron que la 
Hex de espermatozoides participa en la unión espermatozoide-EV. Sin embargo, la 
comparación de estos experimentos con los de fecundación in vitro muestra que la 
concentración de inhibidor necesaria para obtener un efecto significativo sobre la unión 
espermatozoide-EV es ~50 veces más baja que la necesaria para lograr el mismo efecto 
inhibitorio en la fecundación. Resulta razonable pensar que una disminución en el 
número de espermatozoides unidos a la EV no haya sido traducido en una disminución 
de la tasa de fecundación debido a que es suficiente con que unos pocos 
espermatozoides contacten al ovocito para que lo fecunden. En base a ello, es esperado 
que la concentración de 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona necesaria para 
visualizar su efecto inhibitorio en la fecundación sea mayor que la necesaria para 
visualizar su efecto en la unión de los espermatozoides a las EVs aisladas. 
La participación de la Hex de espermatozoide en el reconocimiento de sus 
azúcares sustrato sobre la EV de los ovocitos fue demostrada, además, por el 
pretratamiento de las EVs aisladas con la Hex de jack bean pura. La Hex de jack bean 
puede hidrolizar tanto residuos de N-acetil glucosamina como de N-acetil galactosamina 
terminales desde glucoconjugados (Vo y Hedrick, 2000). De este modo, se podría 
hipotetizar que la Hex de espermatozoides de R. arenarum participa de la unión a la EV 
de los ovocitos reconociendo residuos de N-acetil glucosamina y/o N-acetil 
galactosamina terminales en alguna de las glucoproteínas que la componen. Martinez y 
col. (2000) demostraron mediante ensayos de actividad enzimática realizados en tubo 
que la Hex de espermatozoides de R. arenarum puede ser inhibida de manera 
competitiva por cualquiera de estos azúcares. En favor de la hipótesis formulada, 
nuestros experimentos de unión de espermatozoides a EVs aisladas mostraron que la 
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unión de los espermatozoides a la EV disminuyó cuando alguno de estos azúcares 
estaba presente en el medio de interacción, aún a concentraciones 10 mM. 
Barisone y col. (2003) mostraron por experimentos de lectin blot (utilización de 
lectinas específicas para identificar azúcares unidos a glucoproteínas previamente 
adsorbidas en membrana) la presencia de residuos de N-acetil galactosamina, ácido 
siálico, manosa y/o glucosa, galactosa y N-acetil glucosamina en las glucoproteínas que 
componen la EV de los ovocitos de R. arenarum. Sin embargo, sólo los residuos de 
manosa, galactosa y N-acetil galactosamina se encontraron expuestos en la superficie de 
la EV de los ovocitos enteros. Teniendo en cuenta este reporte, se podría reformular la 
hipótesis anteriormente realizada proponiendo que la Hex de espermatozoide de           
R. arenarum participa de la unión inicial a los ovocitos reconociendo residuos de        
N-acetil galactosamina en alguna de las glucoproteínas que componen la EV. 
Interesantemente, los residuos de N-acetil galactosamina de gp75 fueron perdidos 
durante la conversión de la EV en EF, sugiriendo su participación como ligando de 
unión al espermatozoide y en el bloqueo de la polispermia. 
El reconocimiento de azúcares específicos de la EV de los ovocitos por los 
espermatozoides fue previamente propuesto en otras especies de anfibios anuros. En    
X. laevis fue demostrado que el tratamiento de la EV con -fucosidasa y                      
N-acetil glucosaminidasa reduce su unión con los espermatozoides, sugiriendo la 
participación de residuos de N-acetil glucosamina y/o fucosa de la EV en la unión de los 
gametos (Vo y Hedrick, 2000). En B. japonicus el pretratamiento de los ovocitos con 
lectinas llevó a la conclusión de que residuos de N-acetil galactosamina y/o de ácido 
siálico de la EV estarían involucrados en la unión con los espermatozoides (Omata y 
Katagiri, 1996). 
El reconocimiento específico entre los gametos, mediado por interacciones 
proteína-carbohidrato, fue reportado también en otras especies animales. En erizos de 
mar, tanto la interacción de los espermatozoides con la cubierta gelatinosa de los óvulos 
que lleva al desencadenamiento la reacción acrosomal, como la unión bindina mediada 
de los espermatozoides reaccionados a la superficie del óvulo, involucrarían 
interacciones específicas entre proteínas y carbohidratos (Gilbert, 2005). En ascidias, 
glucosidasas presentes en la membrana plasmática de los espermatozoides reconocerían 
de manera específica residuos glucosídicos de la envoltura vitelina del óvulo formando 
un complejo que uniría a ambos gametos (Honegger y Koyanagi, 2008). En los 
mamíferos, a pesar de que los mecanismos moleculares que llevan al reconocimiento 
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entre los gametos son actualmente objeto de debate, existe una amplia bibliografía que 
soporta el reconocimiento específico de carbohidratos de ZP3 por proteínas de unión al 
ovocito presentes en los espermatozoides (Benoff, 1997; Tulsiani y col., 1997). 
 
Los experimentos de unión de espermatozoides a EVs aisladas realizados en esta 
tesis mostraron, además, que la adición de azúcares competidores en el medio de 
interacción a concentraciones elevadas como 100 mM inhibe la unión de los 
espermatozoides a la EV en porcentajes similares, y en forma independiente de la 
naturaleza química del azúcar evaluado. En los anfibios fue demostrado que el 
movimiento flagelar de los espermatozoides es activado por la hipotonicidad del medio 
de fecundación (Inoda y Morisawa, 1987; Hardy y Dent, 1986). A pesar de que ningún 
cambio general en la motilidad flagelar de los espermatozoides fue observado por 
microscopía a simple vista, es probable que la elevada concentración de osmolitos 
adicionados en estos ensayos, y el aumento en la viscosidad del medio provocado por la 
adición de azúcares a alta concentración, hayan interferido la motilidad de los 
espermatozoides, y en consecuencia su interacción con las EVs. Sin embargo, nuevos 
experimentos realizados con cámaras de video capaces de filmar el movimiento de los 
espermatozoides a alta velocidad y programas de análisis, serán necesarios para 
corroborar esta hipótesis. 
 
Entre los azúcares evaluados, la manosa fue capaz de interferir la unión de los 
espermatozoides a las EVs aisladas a concentraciones de 10 mM, sugiriendo su 
participación y la de la manosidasa en la fecundación de R. arenarum. En concordancia 
con este resultado, Darío Krapf en su trabajo de tesis encontró que este azúcar fue capaz 
de disminuir en forma significativa la unión de los espermatozoides al hemisferio 
animal de EVs aisladas. del Pino y Cabada (1987) reportaron en R. arenarum que el 
enmascaramiento de residuos de D-manosa y/o D-glucosa en los ovocitos enteros con la 
lectina concanavalina A (~110 kDa) disminuye la tasa de fecundación. Además, los 
residuos de D-manosa se encontraron expuestos en la EV de los ovocitos enteros de     
R. arenarum (Barisone y col., 2003). Sin embargo, los ensayos de fecundación 
realizados en esta tesis demostraron que la adición de manosa, a concentraciones donde 
se podrían suponer efectos específicos para la competencia con azúcares (~10 mM), no 
fue capaz de interferir la fecundación de este anfibio. Barisone y col. (2003) reportaron 
que los residuos de D-manosa presentes en la superficie de la EV de los ovocitos sólo 
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fueron encontrados en la glucoproteína de 120 kDa (gp120). Experimentos posteriores, 
demostraron que gp120 no es capaz de interaccionar con los espermatozoides 
homólogos (Barisone y col., 2007; Scarpeci y col., 2008; Barrera y col., 2012). 
Teniendo en cuenta estos reportes, y que debido al gran número de sitios de unión se ha 
sugerido que el bloqueo con concanavalina A podría ocasionar impedimentos estéricos 
de accesibilidad a la superficie de los ovocitos de R. arenarum (Omata y Katagiri, 
1996), los resultados encontrados en esta tesis son consistentes con la apreciación de 
que los residuos de manosa, la manosidasa y sus interacciones no estarían relacionados 
con la fecundación de R. arenarum. 
 
La fucosidasa fue la principal actividad glucosidasa liberada desde los gránulos 
corticales durante la activación de los ovocitos de R. arenarum, sugiriendo su 
participación y la de residuos de fucosa en la fecundación de esta especie. Los estudios 
realizados en este capítulo demostraron que si bien la adición de fucosa no es capaz de 
interferir la unión de los espermatozoides a la EV, si disminuyó la tasa de fecundación 
en experimentos realizados in vitro. En concordancia con estos resultados, la detección 
de residuos de fucosa sobre la superficie de la EV de los ovocitos enteros de R. 
arenarum con la lectina de Lotus tetragonolobus (LTA) arrojó resultados negativos 
(Barisone y col., 2003). De este modo, nuestros resultados muestran que la fucosidasa 
está involucrada en la fecundación de R. arenarum pero no en la etapa de unión de los 
gametos a nivel de la EV de los ovocitos. Sin embargo, la fucosidasa aún podría ser 
asociada al avance del espermatozoide reaccionado a través de la EV, a la fusión de 
membranas necesaria para el ingreso del pronúcleo masculino al ovocito, o a la 
interacción del espermatozoide con la cubierta gelatinosa. 
Se cree que la penetración de la EV por el espermatozoide reaccionado requiere 
que éste se mantenga adherido a ella. En ratón, se ha propuesto que esta interacción 
secundaria sería llevada a cabo por proteínas presentes en la membrana acrosomal 
interna de los espermatozoides y ZP2 (Bleil y col., 1988b). En concordancia con esta 
idea, Moller y Wassarman (1989) encontraron que una proteasa presente en los gránulos 
corticales de los ovocitos de ratón es liberada durante la reacción cortical y proteoliza a 
ZP2 en correlación con el endurecimiento de la ZP y la prevención de la polispermia. 
En cobayo, se piensa que estas interacciones secundarias serían llevadas a cabo por una 
hialuronidasa presente en la membrana acrosomal interna de los espermatozoides, que 
también es capaz de interaccionar con la ZP, denominada PH-20 (Hunnicutt y col., 
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1996). El bloqueo de esta proteína con anticuerpos específicos impidió la unión de los 
espermatozoides a la ZP en experimentos realizados in vitro y causó infertilidad 
(Primakoff y col., 1988). 
Recientemente se ha encontrado en mamíferos (Bianchi y col., 2014) que la 
interacción de dos proteínas de la membrana plasmática de los gametos, una del 
espermatozoide (Izumo1) y la otra del ovocito (Juno), es esencial para que ocurra la 
fusión de sus membranas durante la fecundación. Sin embargo, la interacción entre 
Izumo1 y Juno sólo permitiría la adhesión de las membranas necesaria para la fusión, 
que sería llevada a cabo por otras proteínas aún desconocidas. 
En los anfibios X. laevis y R. arenarum se ha sugerido que las integrinas 
participan en la interacción de las membranas plasmáticas de sus gametos durante la 
fecundación (Shilling y col., 1998; Coux y Cabada, 2006; Mouguelar y col., 2011). Sin 
embargo, la participación de las integrinas en esta interacción es controversial, y no se 
han establecido con certeza las moléculas involucradas. 
En R. arenarum se reportó la presencia de residuos de fucosa en dos de la 
glucoproteínas que componen la cubierta gelatinosa de los ovocitos: HGP y L-HGP 
(Arranz y col., 1997). Fue demostrado que L-HGP difunde desde la cubierta gelatinosa 
al medio de fecundación una vez que los ovocitos son depuestos, y que ejerce 
propiedades protectoras del acrosoma de los espermatozoides frente a medios 
hipotónicos semejantes a los naturales donde ocurre la fecundación (Arranz y Cabada, 
2000; Krapf y col., 2006). En base a ello, y a los resultados obtenidos en esta tesis, se 
podría pensar que una vez que el ovocito es fecundado, la fucosidasa liberada desde los 
gránulos corticales podría actuar sobre los residuos de fucosa de L-HGP, anulando su 
capacidad protectora del acrosoma y contribuyendo de este modo con la prevención de 
la polispermia. Sin embargo, la existencia de alguna relación entre los residuos de 
fucosa de L-HGP y sus propiedades protectoras del acrosoma aún no ha sido explorada 
y es desconocida. En consecuencia, los resultados obtenidos en esta tesis resultan 
preliminares para aseverar esta hipótesis, y nuevos experimentos deberán ser realizados 
para poder corroborarla. 
 
En la actualidad cobra cada vez más consenso entre la comunidad científica el 
paradigma de que las proteínas no actúan solas durante el reconocimiento entre los 
gametos, sino como parte de complejos multiproteicos de interacción. En base a ello, 
los resultados obtenidos en esta tesis tampoco son suficientes para excluir la posibilidad 
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de la existencia de interacciones entre residuos de fucosa y fucosidasas en etapas 
posteriores a la unión inicial del espermatozoide con la EV de los ovocitos, como 
aquellas que permiten el avance del espermatozoide reaccionado hacia la membrana 
plasmática del ovocito o su posterior fusión. 
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CAPÍTULO VII: CONCLUSIONES FINALES 
 
En este trabajo de tesis se pueden destacar las siguientes observaciones que 
aportan datos significativos y nuevas hipótesis, tanto a la caracterización general de las 
N-acetil--D-glucosaminidasas (Hexosaminidasas o Hexs) de los vertebrados, como a la 
comprensión de los procesos que ocurren durante la fecundación en el Anfibio Anuro 
Rhinella arenarum: 
 
i- Se logró obtener el primer antisuero policlonal específico contra una Hex de 
anfibio. Este antisuero nos permitió avanzar en la caracterización estructural de las Hexs 
presentes en los ovocitos maduros de R. arenarum y de X. laevis, y determinar su 
localización subcelular. Quedó demostrado, además, que el antisuero obtenido podría 
ser utilizado para caracterizar Hexs en otras especies. 
 
ii- Se demostró, por primera vez en los anfibios, la existencia de isoformas de la 
Hex con actividades semejantes a las de las isoformas de tipo A/S y B caracterizadas en 
los mamíferos. Debido a que sólo las isoformas A y S de mamíferos pueden metabolizar 
sustratos negativamente cargados (Lemieux y col., 2006), determinar la isoforma de la 
Hex asociada a la fecundación, y su especificidad, podría arrojar datos sobre la 
naturaleza química de su ligando. Los datos obtenidos en esta tesis, si bien demostraron 
la participación de la Hex en la unión entre gametos, y la presencia de la misma en los 
gránulos corticales que participan de la inhibición de la polispermia, no fueron 
suficientes para determinar con exactitud cuál de las isoformas de la Hex caracterizadas 
en los gametos está asociada a estos procesos en R. arenarum. Avanzar con estas 
investigaciones resulta interesante. 
 
iii- Se obtuvo por primera vez la secuencia de ADNc codificante para una Hex de 
anfibio (X. laevis; GenBank ID: JN127371). El polipéptido deducido a partir de este 
ADNc (GenBank ID: AEJ87970; 553 residuos de aminoácidos) presentó una gran 
similitud de secuencia con otras Hexs de vertebrados caracterizadas (humano 
(Myerowitz y col., 1985; Korneluk y col., 1986), ratón (Bapat y col., 1988; Beccari y 
col., 1992), P. mammillata (Koyanagi y Honegger, 2003); etc.) y conservó todas las 
características estructurales que definen a las Hex (sitio activo, sitios de                       
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N-glucosilación, etc.). Los hallazgos derivados de la obtención de esta secuencia 
merecen especial atención: 
Utilizando el ADNc JN127371 se identificaron por similitud de secuencias otros 
ADNcs con ORF completo codificantes para Hexs de tipo  y  tanto en X. laevis 
como en X. tropicalis. Además, se identificó el primer gen codificante para Hex en los 
anfibios (X. tropicalis). Los resultados obtenidos en esta tesis muestran, que en 
Xenopus, los polipéptidos de las Hexs de tipo  y  pueden ser sintetizados a partir de 
un mismo gen, por el splicing alternativo de dos de sus exones que codifican los 
segmentos polipeptídicos que definen la naturaleza catalítica ( o ) del sitio activo. 
Este hallazgo, marcó una notoria diferencia con los mamíferos (incluyendo a los 
humanos), donde las subunidades  y  que constituyen las distintas isoformas de la 
Hex que fueron caracterizadas (HexA (), HexB () y HexS ()) están codificadas 
en diferentes genes (HEXA y HEXB, respectivamente) ubicados en cromosomas 
separados (cromosoma 15 y cromosoma 5; humano). Actualmente, se cree que los 
genes HEXA y HEXB de mamíferos evolucionaron por duplicación y divergencia de un 
gen ancestral común (Proia, 1988). En base a ello, surge la pregunta de si el splicing 
alternativo pudo haber sido el mecanismo para la síntesis de las subunidades que 
conforman las distintas isoformas de la Hex, antes de que el gen ancestral se duplicara y 
divergiera durante el curso de la evolución. Si bien en esta tesis no se realizó un estudio 
comparativo de las Hexs en animales vertebrados e invertebrados, avanzar sobre esta 
hipótesis resulta muy interesante, debido a que se podrían obtener datos evolutivos 
importantes sobre la manera en que las distintas isoformas de la Hex eran obtenidas, 
antes de la duplicación y divergiera hacia  o  del gen ancestral común. 
 
iv- Se demostró la participación de las glucosidasas N-acetil--D glucosaminidasa 
(Hex) y fucosidasa en distintas etapas de la fecundación de R. arenarum. Los resultados 
obtenidos durante el estudio de la Hex hacen aportes significativos a la comprensión del 
proceso de fecundación en esta especie, y se resumen en el modelo de la figura 65. A 
continuación de la figura serán detallados de manera conjunta con otros sucesos 
anteriormente caracterizados en nuestro laboratorio. 
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Figura 65. Esquema diagramando los principales aportes realizados en esta tesis en 
relación a la comprensión del proceso de fecundación de R. arenarum. Una Hex presente en 
la membrana de la cabeza del espermatozoide reconoce residuos de N-acetil--D galactosamina 
en alguna de las glucoproteínas de la envoltura vitelina (EV) de los ovocitos. La Hex está 
localizada también en la matriz acrosomal de los espermatozoides, en los espermatozoides 
reaccionados, y en los gránulos corticales (GC) de los ovocitos. En los GC también se encuentra 
la fucosidasa. 
 
Durante la fecundación de R. arenarum los espermatozoides son liberados al 
medio externo conjuntamente con la deposición de los ovocitos por parte de la hembra. 
Si éste no fuera el caso, los espermatozoides se tornarían rápidamente infértiles debido 
al estrés osmótico (hipotónico) que deberían soportar en el medio natural donde ocurre 
la fecundación, lo que llevaría a la ruptura espontánea de su acrosoma. Sin embargo, 
ante la liberación, los espermatozoides interactúan con los factores de la cubierta 
gelatinosa que rodea a los ovocitos, y que difunden al medio acuoso. Estos factores 
cumplen diversas funciones: 
a- previenen la ruptura del acrosoma del espermatozoide por shock osmótico, 
otorgándole mayores chances de alcanzar la EV con su acrosoma intacto              
(Arranz y Cabada, 2000; Krapf y col., 2006); 
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b- disparan en los espermatozoides eventos similares a los que ocurren durante la 
capacitación de los espermatozoides de mamíferos (Krapf y col., 2007), que permiten 
que pueda sufrir reacción acrosómica ante el estímulo de la EV (Krapf y col., 2009), y; 
c- modulan el batido flagelar en el espermatozoide para que pueda avanzar hacia 
la membrana del ovocito y fusionarse con ella (O´Brien y col., 2011; Krapf y col., 
2014). 
Los datos experimentales presentados en este trabajo de tesis demuestran, además, 
que al pH natural al que ocurre la fecundación de R. arenarum (pH=8,0; O´Brien y col., 
2011), una Hex presente en los espermatozoides (posiblemente en la membrana 
plasmática de la zona apical de la cabeza) participa, a modo de lectina, de la unión con 
el ovocito, reconociendo alguno de sus azúcares sustrato (probablemente residuos de  
N-acetil galactosamina) expuesto en la EV. Este mecanismo de reconocimiento entre los 
gametos, carbohidrato mediado, sería compartido con otras especies de anfibios anuros 
como X. laevis (Vo y Hedrick, 2000) y B. japonicus (Omata y Katagiri, 1996), con las 
ascidias (Honegger y Koyanagi, 2008), con algunos insectos (Perotti y col., 2001), y 
posiblemente con los mamíferos (Bennof, 1997; Tulsiani y col., 1997). 
En esta tesis, la Hex también fue encontrada en el acrosoma del espermatozoide, 
en los espermatozoides reaccionados, y en los gránulos corticales de los ovocitos, lo que 
sugiere que podría tener otras funciones durante la fecundación de R. arenarum. 
Supuesto esto, se podría proponer que luego del contacto con la EV, la Hex liberada en 
la reacción acrosómica, actuando como enzima al pH ácido del contenido acrosomal, 
facilitaría el avance del espermatozoide a través de la EV, hidrolizando en ella sus 
azúcares sustrato e impidiendo que se formen uniones estables entre los gametos. Una 
vez activados los ovocitos, la Hex liberada desde los gránulos corticales durante la 
reacción cortical (esta tesis) podría participar de la prevención de la polispermia, 
bloqueando o hidrolizando los residuos N-acetil galactosamina que unen a los 
espermatozoides a la EV. El reconocimiento de residuos de carbohidrato (N-acetil 
glucosamina) de la EV (ZPC) por los espermatozoides, y su posterior hidrólisis durante 
el bloqueo lento de la polispermia, fue demostrado en X. laevis (Vo y Hedrick, 2003). 
En ratón, una Hex presente en los gránulos corticales de los ovocitos participa del 
bloqueo lento de la polispermia (Miller y col., 1993b), y la Hex presente en el acrosoma 
de los espermatozoides es requerida para penetrar la zona pelúcida (Miller y col., 
1993a). De este modo, algunos de los roles propuestos para la Hex durante la 
fecundación de R. arenarum parecen estar conservados en otras especies animales. 
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Finalmente, no se pueden dejar de mencionar recientes hallazgos realizados en 
mamíferos (ratón), que demostraron que una proteína integral de la membrana 
plasmática del ovocito (Juno), que resulta indispensable para la fusión de las 
membranas plasmáticas de los gametos, es expulsada luego de la fecundación a través 
de la generación de vesículas extracelulares, previniendo la fusión de nuevos 
espermatozoides y contribuyendo con el bloqueo de la polispermia (Bianchi y col., 
2014). Estos hallazgos fueron de gran importancia en el campo de la reproducción de 
los vertebrados, debido a que revelaron aspectos de la fecundación que eran 
desconocidos. En esta tesis se planteó como una hipótesis en R. arenarum, la 
posibilidad de que la fucosidasa liberada desde los ovocitos durante la reacción cortical, 
pudiese actuar sobre los residuos de fucosa de L-HGP, anulando su capacidad 
protectora del acrosoma del espermatozoide frente a medios hipotónicos, y 
contribuyendo de este modo con el bloqueo de la polispermia. Esta hipótesis, también 
promueve la exploración de un proceso asociado a la prevención de la polispermia que 
es desconocido en la fecundación de los vertebrados, y por lo tanto avanzar en su 
desarrollo resulta de gran relevancia. 
 
Albert Tyler (1967) fue uno de los primeros en postular que el estudio de 
diferentes organismos es sumamente enriquecedor. Un estudio comparativo entre 
especies permite abordar generalizaciones e identificar procesos conservados y, por lo 
tanto, fundamentales. El anfibio anuro R. arenarum ofrece ventajas sumamente 
beneficiosas para el estudio del proceso de fecundación como un modelo vertebrado, y 
permite el análisis comparativo con los organismos más estudiados en la actualidad: 
mamíferos y erizos de mar. Los trabajos realizados en esta especie podrían ser de gran 
utilidad en el campo de la fecundación de los vertebrados. 
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FE DE ERRATAS 
En la página 33 perteneciente a la sección Objetivos, se reemplazan los siguientes 
párrafos: 
Las glucosidasas son encontradas en los gametos de casi todas las especies 
estudiadas. De este modo, la comunicación entre los gametos mediado por interacciones 
proteína-carbohidrato parece ser un mecanismo ampliamente distribuido en el reino 
animal. Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados en estas interacciones, 
como el rol que juegan las glucosidasas en cada uno de ellos, aún no son completamente 
conocidos en los vertebrados. 
 
En este trabajo de tesis se planteó como objetivo general la identificación y el 
estudio de glucosidasas asociadas a la fecundación de los anfibios anuros X. laevis y R. 
arenarum como un prerrequisito para ahondar en la caracterización de los mecanismos 
moleculares involucrados en la fecundación de los vertebrados. Se pondrá especial 
énfasis en el estudio de la Hex puesto que trabajos previos desarrollados en nuestro 
laboratorio la vinculan potencialmente a la fecundación R. arenarum. 
 
por este otro: 
Las glucosidasas se encuentran en los gametos de casi todas las especies 
estudiadas. La comunicación entre los gametos mediada por interacción proteína-
carbohidrato parece ser un mecanismo ampliamente distribuido en el reino animal. 
Sumado a ésto, datos previos de nuestro laboratorio sugieren un rol de la Hex en la 
fecundación de R. arenarum. Por lo tanto, teniendo en cuenta que el pH del medio de 
fecundación y en la cubierta gelatinosa es cercano a 7, se plantea la hipótesis de que las 
Hexosaminidasas tendrían un rol de reconocimiento tipo lectina en eventos tempranos 
del reconocimiento entre gametos. Para analizar esta hipótesis, se plantea como objetivo 
general, la identificación y el estudio de glucosidasas asociadas a la fecundación de los 
anfibios anuros X. laevis y R. arenarum, con el objetivo particular de ahondar en la 
caracterización de los mecanismos moleculares involucrados en la fecundación de los 
vertebrados. 
